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RESUMO

RESUMO

A incongruencia de xénero definese no CIE-11 (Wblé@lth Organization, 2018) como
unha marcada e persistente discordancia entre ercx@xperimentado e o sexo asignado

ao nacer. A sua orixe € complexa e multifactorial.

Obxectivo: O obxectivo principal desta investigacion centeous analise de diferentes
polimorfismos xenéticos nunha poboacion transxéremocontraste cunha poboacion
cisxénero con similares caracteristicas. Na premgérte analizaronse catro polimorfismos
localizados no promotor do xene do receptor devestios alfaESR). Na segunda parte

analizaronse 247 polimorfismos situados nos cofastdNCoA-1, NCoA-2, NCoA-3,

NCoA-4, NCoA-5 e p300-CREBBP dada a intima rela@&istente entre os esteroides e
0s coactivadores de esteroides. Finalmente, neeif@rgparte desta investigacion
analizaronse 242 polimorfismos situados no ADN oatalrial dada a ausencia total de

investigacion relacionada ca incongruencia de xener

Material e métodasEn todos os polimorfismos analizaronse as frecasnalélicas e
xenotipicas mediante o test gz comparando as poboacions cis- e transxénereatesp
0 seu sexo xenético. A forza de asociacion de patienorfismo coa incongruencia de
xénero mediuse mediante regresion loxistica bin&&specto ao unico polimorfismo de
repeticion (C2), analizouse o niamero de repeticEmada poboaciéon coa U de Mann-
Whitney. O desequilibrio de ligamento e a estimaaids frecuencias haplotipicas foron

tamén analizados.

Resultados Respecto ao xen&SR1 atopouse que a media de repeticions para o
polimorfismo C2 era mais baixa na poboacion de lsotrensxénero que na poboacion
cisxénero. Os xenotipos S/S e S/L atopabanse sepresentados na poboacion de homes
transxénero K<0,012 e P<0,003 respectivamente). Tamén se atopou unha
sobrerrepresentacion do xenotipo A/A para o poliimmo C4 na poboacion de homes
transxénero K<0,017), mentres que o0 xenotipo A/G estaba solmersentado na

poboacion cisxénerd’€0,009].
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En canto ao estudo dos cofactores, atoparonseemnifas significativas en once
polimorfismos localizados en NCoA-1, NCoA-2, e p3DREBBP, sendo os coactivadores
NCoA-2 e p300-CREBBP, os que presentaron maior nunge polimorfismos con

significacion estatistica (5/64 e 2/9 respectivaimenAdemais, os polimorfismos P2
(localizado en NCo0A-1), P9 e P10 (localizados eA0pBREBBP) mostraron diferente

distribucion xenotipica dependendo da covariabte.se

Respecto aos polimorfismos mitocondriales, atopsgatiferenzas significativa®<0,05)
en 26 polimorfismos. S6 un deles pasou a correa@Bonferroni P<0,0002), estando
ligado aos xene®IT-ND4eMT-ND5(OR=17,33).

Conclusion Os xeneseSR1 NCoA-1 NCoA-2 p300-CREBBP, MT-ND4& MT-ND5

podense considerar xenes implicados na base lgald& incongruencia de xénero.

Palabras Crave: cofactores, dimorfismo cerebrdESR1 estroxenos, incongruencia de

xénero, xenes mitocondriales.
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RESUMEN

RESUMEN

La marcada y persistente discordancia entre elrgéngerimentado y el sexo asignado al
nacer se define en el CIE-11 (World Health Orgaiomna 2018) como incongruencia de

género. Su origen es complejo y multifactorial.

Objetivo: El objetivo principal de esta investigacion setaemen el analisis de diferentes
polimorfismos genéticos en una poblacion transgémer contraste con una poblacion
cisgénero de similares caracteristicas. En la pamparte del estudio se analizaron cuatro
polimorfismos localizados en el promotor del gehrdeeptor de estrogenos altaSR).

En la segunda parte se analizaron 247 polimorfisreibgados en las moléculas
coactivadoras de esteroides NCoA-1, NCoA-2, NCoANE0A-4, NCoA-5 y p300-
CREBBP dada la intima relacion existente entredsigroides y los coactivadores de
esteroides. Finalmente se analizaron 242 polimmdsssituados en el ADN mitocondrial,
dada la ausencia total de investigacion relaciosadda incongruencia de género.

Material y métodasEn todos los polimorfismos se analizaron lasuUescias alélicas y
genotipicas mediante el testgfe comparando las poblaciones cis- y transgénerninsel
sexo genético. La fuerza de asociacion de cadanpdismo con la incongruencia de
género se midid mediante regresion logistica ndespecto al Unico polimorfismo de
repeticion (C2), se midié el numero de repeticioeescada poblacion y se analizé
mediante la U de Mann-Whitney. También se realizaaoalisis de desequilibrio de

ligamiento y estimacion de las frecuencias haplcagp

Resultados:Respecto al geleSR1se encontrd6 que la media de repeticiones para el
polimorfismo C2 era mas baja en la poblacién delitesitransgénero que en la poblaciéon
cisgénero. Los genotipos S/S y S/L estaban sopresentados en la poblacion de
hombres transgénerd®<€0,012 y P<0,003 respectivamente). También se encontré una
sobrerrepresentacion del genotipo A/A para el patfiemo C4 en la poblacion de
hombres transgéner®<0,017), mientras que el genotipo A/G estaba sodpersentado

en la poblacion cisgénerB<0,009].
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En cuanto al estudio de los cofactores, se encontr@diferencias significativas en once
polimorfismos localizados en NCoA-1, NCoA-2, y p30REBBP. Siendo los
coactivadores NCoA-2 y p300-CREBBP los que presentamayor numero de
polimorfismos con significacion estadistica (5/642A respectivamente). Ademas, los
polimorfismos P2 (localizado en NCoA-1), P9 y Pl@cdlizados en p300-CREBBP)

mostraron diferente distribucién genotipica depemid de la covariable sexo.

Respecto a los polimorfismos mitocondriales, seomrinaron diferencias significativas
(P<0,05) en 26 polimorfismos; sélo uno de ellos p#sdcorreccion de Bonferroni
(P<0,0002), estando ligado a los geMeE-ND4y MT-ND5(OR=17,33).

Conclusion Los gene€ESR1 NCoA-1 NCoA-2, p300-CREBBRMT-ND4 y MT-ND5 se

pueden considerar genes implicados en la incongiai€le género.

Palabras clave Cofactores, dimorfismo cerebr@lSR1 estrdgenos, genes mitocondriales,

incongruencia de género.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Gender incongruence is defined in the ICD-11 (Wadikeklth Organization, 2018) as a
marked and persistent disagreement between theiexped gender and the assigned natal

sex. Its origin is complex and multifactorial.

Objective The main objective was focused on the analysis ddferent DNA
polymorphisms in a transgender population in cattia a cisgender population. The first
part of the investigation involved the analysisfair polymorphisms that are encoded in
the promoter of the estrogen receptor ald@8R) gene. The second part focused on the
study of 247 polymorphisms situated in the coattivanolecules NCoA-1, NCoA-2,
NCo0A-3, NCoA-4, NCoA-5 and p300-CREBBP given the@sd relationship between
steroids and coactivators of steroids. Finally, 2d@lymorphisms located in the
mitochondrial DNA and their relationship with gendiecongruence were analyzed, given
the total absence of research related to this topic

Material and methodsin all polymorphisms, allele and genotypic frencies were
analyzed using thg2 test, comparing the cis- and transgender popuakstwith respect to
their natal sex. The strength of association ofhegolymorphism with gender
incongruence was measured using binary logisticessgon. Regarding the only repeated
polymorphism analyzed (C2), the number of repetgiavas analyzed with the Mann-
Whitney U test. Linkage disequilibrium and haplayfrequency analyses were also

performed.

Results Regarding theESR1gene, it was found that the mean of repetitionstlie C2
polymorphism was smaller in the transgender menulatipn than in the cisgender
population. The S/S and S/L genotypes were ovezsgmited in the transgender men
population P<0.012 andP<0.003 respectively). An overrepresentation of e
genotype was also found for the C4 polymorphisnthia transgender men population
(P<0.017), while the A/G was overrepresented in tegender populatiorP0.009].
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Regarding the study of cofactor molecules, sigaificdifferences were found in eleven
polymorphisms located in NCoA-1, NCoA-2, and p30REBBP. Coactivators NCoA-2
and p300-CREBBP being those with the highest nurabpolymorphisms with statistical
significance (5/64 and 2/9 respectively). Furthemmenly polymorphisms P2 (located in
NCoA-1), P9 and P10 (located in p300-CREBBP) shodiffdrent genotypic distribution

depending on the covariate “sex”.

Regarding mitochondrial polymorphisms, significalifferences P<0.05) were found in
26 polymorphisms; only one of them passed the Bamfie correction P<0.0002), being
linked to theMT-ND4 andMT-ND5genes, with an OR=17.33.

Conclusion The ESR1, NCoA-1, NCoA-2, p300-CREBBP, MT-Nibdl MT-ND5 genes

can be considered to be involved in gender incamyre

Key words. Brain dimorphism, cofactorsESR1 estrogens, gender incongruence,
mitochondrial genes.

22



Lista de Tablas

Lista de Figuras

Figura 1 Diferenciacion sexual en humanos. ........ccceeeeiviviiiciiiiiiee e eeeeeeeeeeeeeevinennnnn 45
Figura 2. Esquema de actuacion de los receptores de est®géth y ERp. .................. 48
Figura 3.Gel de poliacrilamida con los resultados de digaston la enzim&srDI....... 76
Figura 4. Posicion aproximada de los cuatro polimorfismeld6R1analizados. ........... 79

Figura 5. Representacion del numero de repeticiones TAaehprfismo C2 en las
poblaciones de mujeres cisgénero y hombres traBBmGEN.............ccceeeevvvvvvveninnnnnnns 88
Figura 6. Representacion del numero de repeticiones TAaehprfismo C2 en las

poblaciones de hombres cisgénero y mujeres traBBmGEN...........ceeeeeeeeeeeeeeeervnnnnnnns 88

23



Enrique Delgado Zayas

Lista de Tablas

Tabla 1. Comparacion de las tres ultimas versiones del ICDelyDSM para la
INCONQIUENCIA U8 JEMEBIOun .. iiiiiiiiiiiiieieeeee e et e e e e e e e e e e e eeeeete e eeeeeeeeaaaaaeaeaaasassaaanannns 35
Tabla 2. Principales investigaciones sobre la base genétjcaepigenética de la
TpleTo] alo [ gUT=T aTot = Wo SN0 [T g L=y o NSRS 59
Tabla 3.Condiciones de las reacciones de amplificacionPOR que se emplearon en los
estudios moleculares del gen ESRL..........coooiiiiiiiiiiiiiii e 77
Tabla 4.Descripcion de los genes y numero de polimorfisamadizados....................... 81
Tabla 5.Estudio de asociacion del polimorfismo C2 con leoimgruencia de género segun
diferentes modelos de NeIreNCIa...........coooiiiiiiiiiiiii e 90
Tabla 6.Andlisis de asociacion del polimorfismo C4 conrledngruencia de género en la

poblacion con sexo natal femenino (cis vs trang)usediferentes modelos de

01T (=T ol - T PP PTPPPPP 91
Tabla 7.Analisis de interaccién del polimorfismo C2 segdicdvariable “sexo’........... 92
Tabla 8.Analisis de interaccién del polimorfismo C4 segdicdvariable “sexo’........... 93

Tabla 9. Estimacion de las frecuencias haplotipicas en lablgciones cisgénero y
L= 550 1= =T o J SRR 94
Tabla 10.Estimacién de las frecuencias haplotipicas en lablgciones cisgénero y
transgénero segln la covariable SEXO0........uuuiiiiiiieeiiii e 95
Tabla 11.Analisis de asociacion de los polimorfismos corrédificias estadisticamente
significativas segun diferentes modelos de herefza88).............cvveeivieieeeeeeeen.n. 98
Tabla 12.Descripcion de las frecuencias alélicas para lo$imorfismos con diferencias
significativas, y su comparacion con las frecuesaéelicas segun la base de datos

1000 genomes a nivel mundial y europeo (http:/mM@@0genomes.org)............ 101
Tabla 13.Andlisis de las frecuencias haplotipicas para ladirpporfismos localizados en
NCOA-L (PL, P2 Y P3).eeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeteaseseteesen s en e 104
Tabla 14.Andlisis de las frecuencias haplotipicas para latiporfismos localizados en
NCOA-2 (P4, P5, PB, P7 Y P8)...ciiiiiie ettt 105
Tabla 15.Andlisis de las frecuencias haplotipicas para ladirpporfismos localizados en
0 1G0T PUUPPRRP 106

24



Lista de Tablas

Tabla 16. Andlisis de interacion haplotipica segun la coval&a sexo para los
polimorfismos localizados en pP3QQ..............uuuiiiiiiiiiiiieee e 106
Tabla 17.Caracteristicas de los polimorfismos mitocondricd@slizados que presentaron
direferencias estadisticamente significativas @hR<0,05..............cccoeeeiviiiiiinnns 109
Tabla 18.Analisis de las frecuencias genotipicas para lobnparfismos mitocondriales
con diferencias estadisticamente significativasvalrP<0,05...............ccccceeeeeeeee, 111
Tabla 19.Tabla de interaccion con la covariable sexo para lwes polimorfismos
mitocondriales con significacidon estadistica @ hR€0,05..........ccccceeveveeieiiiiiiiinns 114
Tabla 20.Resultados del andlisis (valores P) del estudidaddrecuencias haplotipicas y
asociacion de los haplotipos con la IG para losipairfismos mitocondriales.... 115
Tabla 21.Estimacion de las frecuencias haplotipicas (n=188fa los polimorfismos
MIEOCONAIIAIES. ... e e e e e e e aeeeas 116
Tabla 22.Estudio de asociacion de los haplotipos y la incargcia de género (n=188,

adjustado a la covariable sexpara los polimorfismos mitocondriales.............. 117
Tabla 23 Analisis del polimorfismo AffX-79504644............ccooovvveeiiiiiiiiiiieee e eeeeenn 167
Tabla 24 Analisis del polimorfismo AffX-52321592...........cccoovviiiiiiiiiiiiiiniee e, 168
Tabla 25 Analisis del polimorfismo Affx-34461959..........cccccceeviiiiiiiiiciiieeeeenn. 169
Tabla 26 Analisis del polimorfismo Affx-79381661L............ccceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenn. 170
Tabla 27 Analisis del polimorfismo Affx-92047845..........cccoovvviiiiiiiiiiiiiree e, 171
Tabla 28 Analisis del polimorfismo Affx-89025744...........ccoovvvvieeiiiiiiiiiieee e, 172
Tabla 29 Andlisis del polimorfismo Affx-79381669............ccceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenn. 173
Tabla 30 Analisis del polimorfismo Affx-34462083...........ccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenn. 174
Tabla 31 Analisis del polimorfismo Affx-89025691.............cccovvvvviiiiiiiiiiiiieee e, 175
Tabla 32 Analisis del polimorfismo Affx-34462190Q............cccccovvviviiiiiiiiiiniee e, 176
Tabla 33 Analisis del polimorfismo AffX-79443447T..........cccoeeeeeiiiiiiiiieeeenn. 177
Tabla 34 Analisis del polimorfismo Affx-89025749............cccooeviiiiiiiicieeeeenn. 178
Tabla 35Analisis del polimorfismo AffX-79381684...........cccovvvvveiiiviiiiiiiiieee e, 179
Tabla 36 Analisis del polimorfismo Affx-79381690Q............cccovvvvvvriiiiiiiiireee e, 180
Tabla 37 Analisis del polimorfismo Affx-89025669...............ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenn. 181
Tabla 38 Analisis del polimorfismo Affx-79381693..........ccceeeviiiiiiiiiiiieieieeeenn. 182
Tabla 39 Analisis del polimorfismo AffX-34461653...........cccoovvviiiiiiiiiiiiiie e, 183
Tabla 40 Analisis del polimorfismo Affx-793817Q0Q............ccoovvvrieiiiiiiiiiiieee e eeeeeeann 184

25



Enrique Delgado Zayas

Tabla 41 Analisis del polimorfismo AffX-79381702.........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeene 185
Tabla 42 Analisis del polimorfismo Affx-89025746...........cccceeeeeiiiiiiiiiiii s 186
Tabla 43 Andlisis del polimorfismo Affx-86496743..........cccoeeeeiiiiiiieeee e 187
Tabla 44 Andlisis del polimorfismo Affx-34461803...........ccceeeeeieieiiiiiiiiiiiiieeeeenn 188
Tabla 45 Andlisis del polimorfismo Affx-79381709..........ccccooeiiiiiiiiiiiii s 189
Tabla 46 Analisis del polimorfismo AffX-793817.LL......cccceeeeeeeeiiiiieeeeeeie e 190
Tabla 47 Analisis del polimorfismo AffX-793817.L7.......cccceeeeeeeeiiieiieeeee e 191
Tabla 48 Analisis del polimorfismo AffX-34461862..............ccceeeeeiiiiiiiiiiiciiiiieeeeenn 192

26



Abreviaturas

Abreviaturas

ADN
ADNmt
ARNmM
ARNr
ARNt
ESR:
ESR:
ERa
ERB
GAHT
GS

IG

Kb

LD

Mb
OXPHOS
Pb
PCR
SNP

SRY

STR

VNTR

WPATH

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico mitocondrial

Acido ribonucleico mensajero

Acido ribonucleico ribos6mico

Acido ribonucleico de transferencia

Gen del receptor de estrégenos alfa

Gen del receptor de estrégenos beta

Receptor de estrogenos alfa

Receptor de estrogenos beta

Tratamiento hormonal de afirmacion de género
Glutamina sintetasa

Incongruencia de género

Kilobase

Desequilibrio de ligamiento

Megabase

Fosforilacion oxidativa

Pares de bases

Reaccion en cadena de la enzima Taq polimerasa

Single nucleotide polymorphism polimorfismo de un Unico
nucleotido

El genSRY(sex-determining region)Yes un gen de determinacion
sexual en los mamiferos.

Short tandem repegte microsatélites, consisten en unidades de
repeticion con 1 a 5 nucleotidos, repetidos enaeld/eces.

Variable number of tandem repeatsnimero variable de
repeticiones en tAndem

Asociacion Mundial de Profesionales paradfu8 Transgénero

27



28



1.INTRODUCCION






INTRODUCCION

1.1. Identidad de género e incongruencia de género

Hasta hace muy poco se creia que los esteroidelgles tenian mecanismos de accion
comunes, restringidos a un grupo de regiones ctascdel cerebro, para crear las diferencias
sexuales, induciendo la formacion de circuitos miasos en los hombres y circuitos
femeninos en las mujeres. Las Ultimas investigasamn este sentido hablan a favor de un
proceso complejo y paralelo, donde el desarrolldadediferencias sexuales en el cerebro
resultan de la interacciébn entre factores propies skexo, hormonales, genéticos y
epigenéticos, que actuan mediante mecanismos ehitaes e intercelulares especificos de
cada region cerebral (McCarthy & Arnold, 2011; WitigSchwarz, Dean, & McCarthy,
2010).

En los seres humanos las diferencias debidas @ sexse derivan exclusivamente de
procesos bioldgicos como en la mayoria de las esp@dcCarthy, 2016) sino también del
sexo cerebral o género que, a su vez, es el rdsutta una compleja combinacion entre
factores genéticos, epigenéticos, hormonales, antatbés, culturales, familiares vy
psicoldgicos, mediatizados por la percepcion quandividuo tiene del propio sexo y de
como éste es percibido por la sociedad. La idethtittagénero, determinada por el hecho de
sentirse hombre, mujer, o de otro género alteroattdedece a niveles de identificacion con
el sexo biolégico, con las caracteristicas sexual#sarias y secundarias, y con el propio
género (Gémez-Gil, 2019; McCarthy, 2016). Se refial sexo psicolégico y a como el
individuo experimenta su género ante si mismo gxpresa ante los demas a través de la

conducta.

Asi, en la mayoria de las personas, el sexo cromios) establecido en el momento de la
fecundacion, el sexo gonadal, resultado directacdelplemento genético, y el sexo cerebral
0 geénero, suelen ser coincidentes, dando lugar @maiccion de ser hombre o mujer
(poblacion cisgénero). Pero no siempre ocurrefaseces, en mayor o menor medida, y de
forma mas o menos persistente, se producen distnadaentre el género sentido y el sexo
bioldgico, dando lugar a las minorias de génerguAds de estas personas, cuyo grado de
malestar con el sexo biolégico es leve o0 esta &eisganeralmente no precisan de atencion

clinica, y se clasifican como: genderqueer, andi@gyigénero no binario o no conformes con
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el género. Cuando dicho malestar es significatipengsistente, produce estrés o deterioro en
la calidad de vida del individuo, induce el desecsér tratado como miembro del otro sexo, a
un sentimiento de inadecuacion con el sexo biotygiauna identificacion permanente con el

sexo opuesto y, 0, a una transicion social de herabnujer, o de mujer a hombre, estamos

en presencia de incongruencia de género (IG) (Wsellth Organization, 2018).

1.2. Concepto de incongruencia de género

La incongruencia de género (IG) se define coma@stantento de un individuo con el género
gue le han asignado al nacer y su identificacianwo género diferente al asociado con sus
caracteristicas sexuales fisicas" (Butler, 2020jinAde clarificar los términos usados en el
analisis de las personas con trastorno de la ahwhtile género (DSM-IV-TR), disforia de
género (DSM-5), transexualismo (ICD-10) o incongaia de género (ICD-11), la mayoria
de los estudios realizados hasta la fecha defimeresta poblacidon dos grandes grupos

dependiendo del género (Gomez-Gil, 2019).

— Mujer transgéneroen referencia a la persona cuyo sexo biolégicsexm asignado al
nacer, es masculino, con cariotipo 46,XY y gbénadassculinas, pero género
femenino. Se define como mujer y muestra un dese@dbptar los roles y las

caracteristicas sexuales del sexo femenino.

— Hombre transgénercen referencia a la persona con sexo biolégicoxo asignado al
nacer, femenino, con cariotipo 46,XX y génadas fames, pero género masculino.
Se define como vardn y muestra un deseo de adlmstaples y las caracteristicas

sexuales del sexo masculino.

Los primeros sintomas de la IG suelen aparecemagpriinera infancia (3-4 afios), pero
también pueden aparecer de forma tardia, en l@saicia o en la edad adulta (Gomez-Gil,
2019). La mayoria sufre una notable aversion hawasagenitales y hacia sus caracteristicas
sexuales secundarias, que los lleva a buscar feteonhormonal y a veces también
quirargico, para adecuar su cuerpo al género desé&adEspafia los estudios sitian la edad
media de solicitud de cambio de sexo entre los 20sy25 afios (Gomez-Gil, Esteva de

Antonio, Fernandez Rodriguez, et al., 2020).
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1.3. Inicio, diagnostico y tratamiento de la incongiencia de género

Desde edades tan tempranas como los 2-3 afiosjiles con IG pueden manifestar una
fuerte persistencia por vestirse y actuar seguopas femeninos, con interés por juguetes y
actividades estereotipadamente femeninas, evitad®njuegos deportivos 0 violentos,
rechazo hacia su anatomia sexual, fantasias tipitanmasociadas al otro sexo, a menudo
prefieren orinar sentados y con frecuencia sufteeahazo de los nifios de su propio sexo.
Las niflas con IG presentan una preferencia notattevestir ropas masculinas e igual
resistencia a vestirse y comportarse segun el gaxenino. Suelen formar grupo con
amistades masculinas, mostrar interés por deporfjegsgos violentos y desinterés por los
juegos con mufiecas o de roles domésticos. Prefigme®s masculinos, orinar de pie, que se
les llame con nombre de chico y a menudo las passdasconocidas pueden confundirlas
con niflos (Fernandez Rodriguez, Guerra Mora, & Mendiaz, 2014; Gomez-Gil, 2019;
Hurtado-Murillo, 2015).

En el DSM-IV-TR se habia propuesto cambiar el téondiagnostico Trastorno de la
Identidad de Género por el de Incongruencia de ®BéRero en 2013 el DSM-5 propone el
reemplazo del término diagnostico de Trastorncaddéntidad de Género por el de Disforia
de Género, y en él se recoge la disforia de g&merofos, disforia de género en adolescentes
0 adultos y disforia de género no especificada IeTdp. Establece un criterio temporal de
seis meses de mantenimiento de los sintomas, eyen@domo necesaria para realizar el
diagnodstico, aunque no suficiente, la condiciorpasentar un fuerte deseo de ser del otro
género, la insistencia de ser del género opuedie otra alternativa distinta del género
asignado, pero haciendo énfasis en la incongruemtia el género sentido y el asignado, y
no en la identificacién con el sexo opuesto, tahewenian haciendo las versiones anteriores.
De modo que tampoco excluye a las personas cdortragie la diferenciacion sexual (Tabla
1).

La IG puede darse también en otros trastornos iketdidad de género como el travestismo
no fetichista, en algunas parafilias o en estadi@sgexuales. Aunque los nuevos manuales y
los estandares asistenciales han introducido cambrminoldgicos y conceptuales, en aras

del proceso de despatologizacion vigente, se sigii@ogando la IG como un trastorno
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mental. Por otro lado, algunos autores sostienenajuérmino trastorno hace alusion al
malestar y no a una enfermedad (Gomez-Gil, 2018&zéGil et al., 2020; Hurtado-Murillo,
2015).

Los criterios diagndsticos para la disforia de geémem adolescentes y adultos segun el DSM-
5 comprenden la manifestacion, durante al mencs reeises, de dos de los siguientes

aspectos:

- Una marcada incongruencia entre el género semtidxpresado y los caracteres
sexuales primarios 0 secundarios, 0 los caractenasales secundarios previstos, en

el caso de los adolescentes o jovenes.

- Un fuerte deseo de desprenderse de los caracixaales primarios 0 secundarios
por causa de una marcada incongruencia con el @é&astido o expresado, o de
impedir el desarrollo de los caracteres sexualesnskarios previstos, en el caso de

los adolescentes o jévenes.

—Un fuerte deseo de poseer los caracteres sexpalesrios y secundarios que
corresponden al sexo opuesto.

— Un fuerte deseo de pertenecer al otro sexo o sewn alternativo diferente del

asignado.

— Un fuerte deseo de ser tratado como miembro delseixo o de un sexo alternativo

diferente del asignado.

- Una fuerte conviccion de que se tienen los seatitos y reacciones tipicos del otro
sexo 0 de un sexo alternativo diferente del asignémerican Psychiatric
Association, 2013).
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Tabla 1.

Comparacion de las tres ultimas versiones del IGI PSM para la Incongruencia de Género.

Criterio diagndstico en funcién de la

Manual Denominacién edad Definicién Subtipos Criterios de exclusion
DSM-III Trastorno de la identidad Pautas diagnésticas especificas para Malestar persistente e intenso por su identidad y Haber alcanzado la pubertad.
(APA, 1980) de género cada grupo de edad. deseo manifiesto de ser del sexo opuesto.
DSM-III-TR Trastorno de la identidad Pautas diagnésticas especificas para Malestar persistente e intenso por su identidad y Haber alcanzado la pubertad.
(APA, 1987) de género cada grupo de edad. deseo manifiesto de ser del sexo opuesto.
DSM-IV Trastorno de la identidad ~ Criterios comunes para nifios, Identificacion persistente con el otro sexo. Hatleanzado la pubertad.
(APA, 1994) de género adolescentes y adultos.
DSM-IV-TR Trastorno de la identidad Criterios comunes para nifios, Identificacion persistente con el otro sexo Basados en la orientacion sexual. No coexiste nferraedad
(APA, 2002) de género adolescentes y adultos (indicadores (énfasis en la identidad). intersexual.
propios de la infancia).

DSM-5 Disforia de género Criterios diagnésticos propiascada Incongruencia entre el género experimentado y 8¢ retiran los subtipos, no No exclusion de personas con
(APA, 2013) grupo de edad. género asignado (énfasis en el género). considerados clinicamente Utiles. trastorno del desarrollo sexual.
ICD-9 Trastorno de la identidad  No ofrece criterios distintos segin la  No define el trastorno de identidad psicosexual,
(WHO, 1978) psicosexual edad. solo ofrece una definicién general de

transexualismo.
ICD-10 Transexualismo Criterios diagnésticos para cadaagyru  Deseo de vivir y ser aceptado como miembro délo depende de los trastornos de laExistencia de trastorno mental
(WHO, 1992) de edad. sexo opuesto. En adultos, fuerte rechazo al inclinacion sexual ni de las 0 anomalia cromosémica.

propio cuerpo y el deseo de modificarlo. disfunciones sexuales.
ICD-11 Incongruencia de género Criterios diagndsticos patia grupo  Incongruencia marcada y persistente entre el  No depende de disfunciones Trastornos Parafilicos.
(WHO, 2018) de edad. sexo experimentado y el sexo asignado, que  sexuales ni de trastornos

conduce a un deseo de “transicion". relacionados con la sexualidad.
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Dado que en las ultimas dos décadas el nimero enas que se identifican como

transgénero y que solicitan ayuda para una tramsltacia el otro sexo ha ido en aumento
en todo el mundo, se ha hecho cada vez mas necgsarse cumplan los criterios clinicos
especificos para su diagndstico. La IG se diagrarstia aquellos individuos cuyo

malestar, o deterioro de la calidad de vida, agosia la incongruencia entre el género
sentido y el sexo bioldgico, sean del grado sufieiecomo para condicionar su

funcionamiento social, familiar, laboral o en otesferas importantes de la vida (Gémez-
Gil, 2019; Gémez-Gil et al., 2020). Para ello ehgtiostico y el tratamiento de esta
poblacién debe realizarse en el marco de equipdtidmaiplinarios, basandose en los

estandares asistenciales propuestos por la Asociddundial de Profesionales para la
Salud Transgénero (WPATH) que son los mas aceptawivs los distintos equipos de

expertos, y cuyos protocolos para el proceso trardigador constan de terapia

psicoldgica, hormonal y quirdrgica. En la fase amgddstico, que incluira psicoterapia si

se necesita, se estableceran criterios de elegitilique deberan cumplirse antes de
proseguir con el tratamiento hormonal y la cirugiadonde se hara el diagndstico

diferencial con el travestismo fetichista y nodbista, la orientacion sexual egodistonica,
el trastorno de maduracién sexual y otros trasseauales no especificados (Gémez-Gil,
2019; Gémez-Gil et al., 2020; Hurtado-Murillo, 2013 ctualmente no existen pruebas
objetivas que permitan realizar el diagnostico@enias alla de las entrevistas clinicas y la
informacion aportada por los propios individuosisgenero, sus familias y sus entornos
(Hurtado-Murillo, 2015).

El tratamiento con testosterona en hombres traesgéiraera consigo cambios
irreversibles como el agravamiento de la voz, etioniento del clitoris y otros cambios
reversibles como el aumento del vello facial y ocoah aumento de la masa muscular y
cese de la menstruacion. Para someterse a laaidegieasignacion de sexo es necesario
haber alcanzado la mayoria de edad, haber suptaadases anteriores y realizado la
transicion social con un diagndéstico persistentéGleAlgunos hombres transgénero que
hubieran desarrollado pechos requeriran mastectdrafbién se practicara histerectomia
y ovariotomia, asi como vaginectomia y metaiodgtiao faloplastia si desean tener

genitales masculinos.
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Por otro lado, las mujeres transgénero por lo gémequerirdn mamoplastia con protesis
mamarias, penectomia parcial y vaginoplastia (Gé@i€2019; Hurtado-Murillo, 2015).

La ultima version de los estandares asistenciaetempla como subsidiarias de atencion
clinica a todas las personas no conformes con sergeésiempre que presenten IG

(Fernandez Rodriguez et al., 2014).

1.4. Estudio sociodemogréfico de la incongruencisedyénero

La mayoria de los estudios europeos y americaroe $1G plantean que ésta es de dos a
tres veces mas frecuente en varones que en m(geré&rminos bioldgicos), aunque no se
cuenta con datos epidemiolégicos fiables acerda W& en la infancia (Gomez-Gil, 2019).
En general, los datos indican que las personassguilentifican a si mismas como
transgénero, o no conformes con el género, repgasema proporcion de la poblacion
general que oscila entre el 0,1% y el 0,2% entrdt@g] dependiendo de los criterios de
inclusion y de la ubicacién geografica (Goodmaralet 2019). Por otro lado, se debe
sefalar que los datos que se manejan globalmemnte lsoprevalencia de poblacion con IG
pertenecen a Unidades especializadas o Unidadeteiédad de género (UIG) y por lo
tanto presentan un importante sesgo, pues solentien cuenta a los individuos que

solicitan tratamiento de reasignacion de génerodlds et al., 2015).

Debido a la visibilidad en aumento de la diversidadual y de género, ha surgido la
necesidad de generar un marco legal que acojeeleshibs de las personas transgénero e
intersexuales, asi como de proporcionar una aten@anitaria adecuada a sus
particularidades. Una de las demandas mas frecueatpieridas al Sistema Sanitario
Espafiol es de recursos sanitarios y de personetiaipado, no sélo para la evaluacién
inicial y el tratamiento hormonal, sino para el sasamiento y acompafamiento
psicolégico en todas las fases del proceso, addendsminuir los tiempos de acceso a los
tratamientos, particularmente a la cirugia. Adensésgsta realizando un cambio en el
modelo de atencidn, derivado de las demandas dgdtiEogizacion” y descentralizacion
de la atencién que hace que se pase de Unidadefedencia en hospitales (UIG), con un

equipo diverso que incluye psicologos, psiquiateasiocrinos y otro tipo de especialistas,
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a una atencion en centros de atencion primaria,pgoeoca que los profesionales que

atienden a las personas transgénero no sean éispesigcGomez-Gil et al., 2020).

Las investigaciones mas recientes indican quedsagnicia de IG no implica la existencia
de trastornos mentales (Hurtado-Murillo, 2015). ltsstornos psiquiatricos primarios
como la esquizofrenia o el trastorno bipolar exisém la poblacion con IG con una
prevalencia semejante a la de la poblacién ge(@d@hez-Gil, Trilla, Salamero, Godas, &
Valdés, 2009). Sin embargo, muchos experimentablgm@as psicosociales y de salud
mental que, probablemente, se deban a los desafidss que se tienen que enfrentar para
ser aceptados socialmente. Estos problemas psialesomcluyen el rechazo familiar, el
rechazo de iguales de edad, el acoso, posiblesghdiscriminacion, problemas legales y
ausencia de apoyo economico (Hurtado-Murillo, 20135 personas con IG no solo se
enfrentan a una mayor predisposicion a sufrir goidls de salud mental como ansiedad,
depresion o tendencia al suicidio (Gomez-Gil et24120), sino a un mayor riesgo de sufrir
violencia y discriminacion. Todo ello conduce a uaaa de mortalidad mayor que la
poblacion general (Ibrahim, Haddad, & Richa, 20d#éng et al., 2015, 2016).

Aunque, en general, las personas con IG ven afestadalidad de vida por dificultades en
los ambitos psicolégico, familiar, social y econéma{Gutiérrez., 2020), algunos estudios
destacan que aquellos que han recibido terapia dmaknapoyo familiar y tienen un
trabajo, perciben una mayor calidad de vida queldpiindividuos que carecen de alguna
de estas condiciones (Gomez-Gil et al., 2014). Aderos niveles de ansiedad, depresion
y distrés social se reducen tras la intervenciérimgica de reasignacion de sexo (Gomez-
Gil et al., 2012). Por otra parte, la salud medtalas mujeres transgénero, previamente a
la cirugia de reasignacion del sexo, es peor qde la poblacién general. Sin embargo, las
mujeres transgénero que han recibido terapia hamoinugia de reasignacion de sexo, o
ambas, presentan una puntuaciéon en salud mentddrsamla de la poblacion femenina
general (Ainsworth & Spiegel, 2010). En otros egtsice ha visto que la calidad de vida
de los varones transgénero era mas alta que lasdenljeres transgénero, segun los
cuestionarios SF36 y WHOQOL. Tenian mejores estilyida profesionales y sociales

gue las mujeres transgénero (Eftekhar Ardebill.e2820).
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En un estudio realizado por Guzman-Parra y colalooes en 2016, sobre una poblacién
transgénero espafola de 197 individuos, se obsqu& la poblacion de hombres
transgénero encuentra una dificultad menor de riaté@n social y consiguen mayor nivel
educacional que la poblacion de mujeres transgénem suele sufrir mas situaciones de
discriminacion, exclusién social, explotacion sdxu&stan relacionadas con el consumo

de sustancias estupefacientes (Guzman-Parra 2046).

En cuanto al proceso transexualizador, las cuatroepas versiones de los estandares
asistenciales de la Asociacion Mundial para losfeBionales de la Salud Transgénero
(WPATH) excluian el tratamiento hormonal y quir@wgien la adolescencia y a menores
de edad. El retraso del tratamiento hormonal hastaayoria de edad trajo consigo que
muchos adolescentes con IG persistente presentamaarbilidad y comportamientos de
riesgo. Cada vez con mayor frecuencia, preadolessgnadolescentes que se identifican,
de forma transitoria o persistente, con un sexereiite al suyo, buscan servicios médicos
para afirmarse en el género que desean mediaatigiasicion de las caracteristicas fisicas
gue se adecuen a sus preferencias. El inicio gabartad en jovenes transgénero suele ir
acompafado de una mayor disforia, y esta anguwsiticamente significativa, cede al ir
adquiriendo la transformacién transgénero de raasign de sexo (Hurtado-Murillo,
2015).

A partir de la quinta version de la WPATH se establel tratamiento hormonal en casos
excepcionales a menores de 18 afios, después daumonde seis meses de intervencion
por un profesional de salud mental y con la paudicién de la familia. En la sexta version,

los adolescentes son elegibles para demorar latpdbe través de tratamiento hormonal,
con la recomendacion de que lo hagan una vez @dared estadio 1l de Tanner, asi como
son elegibles para recibir tratamiento hormonatado (GAHT), con el consentimiento de

los padres, aquellos menores que hayan alcanzadb6l@fios. La supresion puberal ha
proporcionado mas tiempo para evaluar la identiiadénero e impide el desarrollo de
caracteres sexuales no deseados, haciendo mers$vas/las cirugias, aunque por otro
lado, produce una reduccién de la velocidad deimrento y desaceleracion de la

maduracion de la masa 0sea. Los efectos de lasstipriegormonal sobre el desarrollo del
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cerebro durante la pubertad aiun se encuentrantedie®g¢Fernandez Rodriguez et al.,
2014; Hurtado-Murillo, 2015).

En la séptima version de la WPATH se admite aplicaiamiento hormonal en edades
tempranas a personas con IG. La frenacion pubenaagonistas GnRH, que es reversible,
requiere: manifestacion de la IG desde edades tarapry aumento de la misma durante
las primeras etapas de la pubertad, ausencia biepras psicosociales que interfieran con
el diagndstico o tratamiento, comprension de lasseouencias del tratamiento de
reasignacion, apoyo familiar, ser mayor de 12 apasentar esteroides en sangre y haber
alcanzado los estadios Il o Ill de Tanner. Durasgte proceso el adolescente tendra un
seguimiento por parte de profesionales de la psi¢alque evaluaran sus sentimientos y su
decision respecto a la transicion hacia el sexeatks El tratamiento con estroégenos y
antiandrégenos en mujeres transgénero les provamardios irreversibles como el
crecimiento del pecho, disminucion de la masa dalsti, del tamafio del pene y la
fertilidad, y otros reversibles como redistribucide la grasa corporal, disminucion del

pelo facial y corporal (Hurtado-Murillo, 2015).

Debido a las demandas de despatologizacion, desatiedcion y descentralizaciones
vigentes, y a la asuncién de que la intervenci@mBiica confronta con el concepto de
autodeterminaciéon identitaria, en algunas comumslagsparnolas se ha sustituido este
modelo tradicional basado en equipos multidiscgsis especializados de referencia, por
nuevos modelos de atencion en proximidad y sinadiqgipacion de profesionales de
psicologia o salud mental. A pesar de que el olgjetie estos cambios ha sido lograr
mejoras en el sistema, contribuyendo a que otrofegionales de la red sanitaria tomen
conciencia de estos temas y adquieran conocimientoJos nuevos modelos no se han
implementado nuevas UIGs, sino puntos de atencigslada de prescripcion
endocrinoldgica. En algunos casos, sin posibildadeguimiento. Por las dificultades que
conlleva instruir a todo el personal sanitario sobsta tematica compleja, la formacién
aportada a los profesionales de los niveles asisles basicos ha sido puntual y escasa,
aumentando el riesgo de mala praxis por parte diegionales con escasa experiencia,
tanto debido a tratamientos precipitados como peistencia excesiva a iniciar dichos
tratamientos por temor a equivocarse. De modo qehan constatado conflictos
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identitarios de inicio casi subito, sobre todo évepes, que obligan a una observacion y
atencion supervisadas ya que, hasta no ver sucojyodrian no requerir un abordaje
intervencionista. Estas situaciones complejas mergan el riesgo de una escasa
valoracion de la indicacion terapéutica, medicalmaes poco reflexivas o apresuradas,
inadecuadas expectativas, procesos de salud mentdilagnosticados con confusion de
identidad o inestabilidad temporal de la misma,omaksultados quirdrgicos, frustracion

social y otros (Gomez-Gil et al., 2020).

1.5. Factores psicosociales que influyen en la cdd de vida de las personas

transexuales

La transexualidad trasciende desde diferentesraslt&xisten documentos que sugieren la
existencia de transexuales a lo largo de todastarma de la humanidad y, cada una de las
sociedades reacciona de manera diferente ante.al@ansexualidad se ha idolatrado en

algunas sociedades y en otras se ha marginadbgzasio.

Desde la antigliedad hasta nuestros dias, existgistro de personas trans en diferentes
culturas y sociedades occidentales y orientaleqrigipio el término transexual define al
individuo como “persona que se siente del sexoraonf y adopta sus atuendos y
comportamientos” o bien “persona que mediante rigiato hormonal e intervencion
quirdrgica adquiere los caracteres sexuales del epuesto (RAE, 2022). Segun Baker
and Beagan, (2014) algunas personas transgéenerensuéchazo, discriminacion,
estigmatizacion y ausencia de apoyo familiar, pcawmolo problemas psicolégicos
relacionados con la depresion, lo cual genera ismaiucion de la calidad de vida y un
importante deterioro de su salud, tanto mental cfisica.

Segun Lo & Horton (2016) en el mundo existen apraxdamente 25 millones de
individuos con IG, y en muchos casos, se les dmiga por esta condicion. La poca
informacion acerca de la IG en la sociedad, cre® tippo de problemas que afecta
directamente la vida de las personas trans. Eestarrazon que el 60% de las personas
trans padecen depresion, desprecio por parte ddelosis y falta de aceptacion de su
entorno familiar, conllevando la adopcion de corgoientos de riesgo como la

prostitucion y aumentando la probabilidad de cantkdH.
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Los individuos transgénero se sienten incomodgs s considera como miembros de su
propio sexo o si su funcion en la sociedad no esolaespondiente al otro sexo. La
adopcion del comportamiento, la ropa y los movingendel otro sexo se efectia en
diferentes grados. En privado, estos individuogipngpasar mucho tiempo vestidos como
el otro sexo y esforzandose para conseguir laexpaa adecuada. Muchos intentan pasar
en publico por personas del sexo opuesto, medentso de un tratamiento hormonal
cruzado, no siempre supervisado por un profesgaratario. Gran parte de esta poblacion
pasa inadvertida como personas del otro sexo (QuRa#&a et al., 2016; Hurtado-
Murillo, 2015).

En este orden de ideas, la calidad de vida dedesopas trans ha mejorado de manera
significativa en los dltimos afios dado que, en roacbasos, tienen mas facil acceso a
procedimientos médicos, acompafamiento psicologicpsiquiatrico, a tratamientos
hormonales y a intervenciones quirargicas. Adere&ste un cambio en las dinamicas
sociales al incrementarse su aceptacion, lo quesgepta menos discriminacion y una

mejora en las relaciones sociales de estos indigi@omez-Gil et al, 2020).

Aun asi, con o0 sin reasignacion de sexo, las passdransgénero siguen siendo
discriminadas y estigmatizadas, ademas, estan stqsua situaciones estresantes que se
enmarcan en el concepto “estrés de las minoriag/eM& Frost (2012). Teniendo en
cuenta estos factores, se puede determinar que @etaonas transgénero se les dificulta
tener una vida de calidad, tanto en el ambito soc@mo en el psicoldgico y mental,
debido, en gran parte, a los sefialamientos y sagjgggque viven constantemente en su

vida diaria.

De igual manera, es importante reconocer el aiglatmisocial como una de las principales
caracteristicas que afecta el nivel de autoestsia; se debe a las consecuencias adversas
de un autoconcepto poco reforzado socialmente gasguerean dificultades de adaptacion
social como ocurre con los casos de interrupciofadescolarizacion o de la adaptacion
laboral, llevando en muchos casos a la practicaat@jos marginales. Por otro lado, la
preocupacion por el aspecto fisico y los cambiga pdaptarse al otro sexo, se convierte

en una actividad absorbente que ocupa gran pade tiempo (Bergero et al., 2004)
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La calidad de vida se define como un estado defasation general, derivado de la
realizacion de las potencialidades de la persohaual se relaciona con aspectos
subjetivos y aspectos objetivos (Ardila, 2003).€kraso de las personas trans, la calidad
de vida enfrenta desafios profundos en areas cansalld y la asistencia sanitaria, el

acceso a ésta, la salud fisica y mental, el emdedvienda y demas aspectos.

A su vez, el area social incluye un foco principaltodos los seres humanos, este foco
principal es su familia, ya que es la primera coisach en la que las personas se
encuentran inmersas, y por esta razon es tan iameriabordar de manera amplia y
precisa como influye la familia en las personasdmgénero. Los estudios de la relaciéon
familia-transexualidad son recientes y estos sugg@artir de la necesidad de encontrar
propuestas que contribuyan al crecimiento humantasigersonas que hasta hace muy
poco tiempo han sido etiquetadas con el diagnésiiictrastorno de identidad de género,
ya que la experiencia de acompafar a sus hijosaerorstrucciéon de una identidad
transgénero, resulta dolorosa e incluye un duekudeproyectos de pareja y visualizacion
de lo que seria la familia de su hijo. Por estamanuchos padres abandonan la tarea de la
paternidad por sentirse vinculados a lo inespecadlo deseado (Paulino, Pastor-Valero, &
Machin, 2021).

El aspecto psicoldgico de estas personas es muyrtiampe para el desarrollo y aceptacion
social, por lo cual deben contar con un procesaamnpafiamiento que les permita
disminuir los efectos negativos que genera elrsgiséxual, como la discriminacion y el

rechazo por parte de la sociedad. Para ello elafaoyiliar es de suma importancia ya que
les ayuda a una reduccion de pensamientos, sentomsig culpas relacionadas con su poca
aceptacion, y de esta manera se reduce considetite todo tipo de problemas de salud

emocional, mental y fisico (Glrggby et al., 2021).

1.6. Diferenciacion sexual de los érganos reproduebs

En la mayoria de las especies del reino animakx ®std determinado segun criterios
reproductivos. Desde una perspectiva biologicasesb se define por el tamafio de los

gametos dentro de una especie: los animales coptgargrandes (es decir, huevos) son
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hembras y los que tienen gametos pequeios (es @spiermatozoides) son machos
(Smith, 1978).

En los mamiferos, los O6vulos se producen en losiay/y los espermatozoides en los
testiculos, por lo que el tipo de gonadas se usermudo como una forma abreviada de
definir el sexo. Las génadas intersexuales (paggculo-parte ovario) son muy raras, por
lo que el sexo biologico en los mamiferos es umebie en gran medida dicotdmica. En
aguellas especies en las que el sexo esta detelongesmeticamente, son los cromosomas
sexuales los que establecen las diferencias engceham y hembras: XWs XX,
respectivamente para los mamiferos, y AW ZZ, respectivamente para las aves
(McCarthy, 2016).

En mamiferos, el sexo cromosomico implica la ausent presencia de genes
determinantes del sexo como el gglocalizado en etromosoma Y (Roselli, 2018)0s
genes sexuales, localizados en los cromosomaslesxaan también los que constituyen
el origen de las diferencias entre el cigoto masouw el femenino (McCarthy & Arnold,
2011).

Por otro lado, el cerebro, al igual que las génadastambién un 6rgano sexualmente
dimoérfico, de tal forma que los genes localizadas les cromosomas sexuales
determinaran el género cerebral (Arnold, 2004)n Bietuando sobre las génadas que a su
vez produciran secreciones gonadales diferentednsefj sexo y que tendran efectos
especificos sobre el cerebro. O bien, mediante claaeion por si misma de los

cromosomas sexuales X e Y en las células cerel{fM=3arthy, 2020).

En 1990 el estudio de una regién de 35 pares desbas el cromosoma Y de los
mamiferos, implicada en la determinacion del sersaulino, resulté en la identificacion
del genSry, que codifica una transcripcion especifica a tral@dactor determinante del
testiculo TDF, y que es el responsable de una sijprgénica en cascada, necesaria para
gue la gbnada embrionaria, inicialmente bipotensialdesarrolle en testiculos (Sinclair et
al., 1990). Hasta ese momento, el embrion tienestiemas de conductos urogenitales:

Wolffian y Mdullerian, con capacidad de desarrollarse en tractos reptigds tubulares
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masculinos o femeninos. Una vez que los testicsdodesarrollan, comienzan a producir
testosterona y la hormona amtillerianaAMH causara la degeneracion de los conductos
mullerianosy permitird que el conducto de Wolffian se dedbr@Roselli, 2018). La
exposicion a la testosterona durante este perioticocde sensibilidad restringida, induce
la formacién del epididimo, los conductos deferentdos genitales masculinos (Schwarz
& McCarthy, 2008a).

Sexo Cromosémico Sexo Gonadal Sexo Cerebral
Mujer
I Gonadas femeninas
=i Ovarios - 1
|
XX

. Gonadas

Hombre % indiferenciadas I

{

Figura 1. Diferenciacion sexual en humanos.

Gonadas masculinas

Testiculos

Esquema de los tres sexos presentes en el ser bumlasexo cromosémico, que se establece en el ntorde la
fecundacion; el sexo gonadal, resultado directoaehplemento genético, y el sexo cerebral o gémesnjtado de las
hormonas, de genes y receptores hormon&lesnte: adaptado deernandez & Pasaro (2017)

Por otro lado, los trabajos de Phoenix en 2009p&mue se tratd cobayas gestantes con
andrégenos, y en los que se obtuvieron hembragenitales y comportamiento sexual
masculino, evidenciaron que la estimulacién dedlesia de conductos de Wolffian, a
través del tratamiento de las hembras con testosteprovocaba la supresion o inhibicion
del conducto d@lullerian e inhibia la capacidad de expresar el comportamiemenino.
Estructuralmente, vestigios de los tractos gerstdé# sexo opuesto persisten en el periodo
fetal durante el periodo critico, y son especiabmesensibles a las hormonas gonadales

gue potencian su desarrollo (Phoenix, 2009).
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La ausencia del gedryda lugar a que la gbnada indiferenciada se caavesr ovario, que
se desarrolla bajo la influencia de un conjunt@eiees influenciados por la expresion del
genDax1 en el cromosoma X, que actia antagdénicamen&yaEl tracto reproductivo
femenino del embrion se desarrolla en ausenciandegenos y madura después bajo la
influencia de las hormonas producidas por el ovd&mselli, 2018).

A pesar de que los efectos directos de los cromasaexuales sobre las diferencias
sexuales aun no han sido bien estudiados, enpartd predominio de la teoria hormonal

de la diferenciacion sexual, y en parte porquedaipulacion de los cromosomas sexuales
en los modelos animales también provoca cambiosdrmales significativos, se puede

asegurar que el complemento cromosomico {$XY) es una de las variables principales
gue determinan la diferenciacion sexual, aparte @ecion de las hormonas (McCarthy &

Arnold, 2011; McCarthy, Herold, & Stockman, 2018)

Uno de los modelos que ha permitido el estudicodeefectos directos de los cromosomas
sexuales en el dimorfismo sexual ha sido la creag@ratones transgénicos, a los que se
les ha movido el geBry a un autosoma (Arnold, 2009; De Vries et al., 3068ginando

un modelo de raton transgénico de cuatro genotiposales (FCG) de "inversion sexual”
gue desacopla el complemento cromosomico del semadal. Asi, independizandolo del
sexo cromosomico, el g&ry ha dado lugar a machos gonadales XXm o XYm, o hasnb
gonadales XXf o XYf, con ovarios o testiculos, ipeiedientemente del cariotipo. Estos y
otros experimentos han permitido determinar lauerkia directa del complemento
cromosomico de algunas diferencias gonadales.afede un modelo animal éptimo para
discernir las diferencias debidas a los cromos@aasgales (XXvs XY) de las diferencias

debidas a las hormonas (estrogeveandrogenos).

Recientemente, Ocafas y colaboradores (2021) paemcedar las contribuciones relativas
al sexo genético (XXs XY) y el sexo gonadal (ovarioss testiculos) en el hipocampo de
raton, usaron el modelo FCG. Los andlisis trangamjros y epigendmicos de ARN y
ADN del hipocampo de ratones FCG de ~ 12 mesesal® eevelaron efectos reguladores
diferenciales del contenido cromosOmiger se La expresion génica y los patrones de

metilacion del ADN en el cromosoma X fueron impdss principalmente por el
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contenido de los cromosomas sexuales, no por el gaxadal. Estos datos demuestran la
importancia de los cromosomas sexuales por si nsismdependientemente del estado

hormonal, en la regulacion de los efectos sexuddtshipocampo. Estos hallazgos son

consistentes con la hipoétesis de que los cromoseexamles tienen efectos independientes
del sexo gonadal sobre el epigenoma y el transcnigtdel hipocampo. El uso del modelo

de raton FCG permitié esta demostracion por prinaezaen el cerebro de ratén (Ocafias et
al., 2021).

1.7 .Diferenciacion sexual del cerebro

Una vez terminada la diferenciacion de los érgasmeiales, y ya establecido el sexo
gonadal, se produce la diferenciaciéon sexual dedbte, hacia la segunda mitad del
embarazo. Es entonces cuando los testiculos coamemzsegregar testosterona, mientras
que el ovario permanece quiescente. La testostergma también es esencial para
completar la diferenciacion de los érganos sexual@sculinos, penetrara en el cerebro, y
actuara a través de los receptores de androgenps BARn después de su aromatizaciéon
(Forger, Strahan, & Castillo-Ruiz, 2016; McCartkyies, & Forger, 2017; Morris, Jordan,
& Breedlove, 2004; Wright et al., 2010) activands Ireceptores de estrogenosoBER
ERB, respectivamente involucrados en la masculinizagita desfeminizacion del sistema

nervioso (Kudwa et al., 2006).

La exposicion a la testosterona, a traves de Isaaobn del receptor de androgenos AR
durante este periodo critico, es un requisito patisable para la masculinizacion del
cerebro, garantizando que el sexo gonadal coirmdael cerebral. La organizacion del
cerebro por la accion de las hormonas durante pstedo, y los posteriores efectos
activadores sobre el comportamiento sexual enda wadulta, constituyen la base de la
hipotesis organizacional y activacional del cerepr@l comportamiento (Schwarz &

McCarthy, 2008a). La testosterona, convertida @¢radisl por la accion de la aromatasa,
podra causar masculinizacion directamente por lavaaidon del receptor AR, o

indirectamente por la activacion de los recept&fRs y ERB (Naftolin et al., 1975).

El estradiol fomentara el desarrollo de neuroctosumasculinos y suprimira el desarrollo

de neurocircuitos femeninos (Sanchez & Vilain, 2010na vez los estrégenos y los
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androgenos han entrado en la neurona, y se hatadoop sus receptores especificos, se
producira el dimero resultanteof{ af, o Bp) que viajara al nacleo, donde se unira a
secuencias especificas de ADN situadas en lasnegjipromotoras de genes concretos,
activando o inhibiendo su transcripcion e influyereh la actividad transcripcional de
otros genes en forma de cascada (Li et al., 208fk, 2001) (Figura 2). La dimerizacidn
del receptor provocara cambios conformacionalesledominio de union del ligando
(LBD) que permitira el reclutamiento de moléculasaativadoras, y otras proteinas

correguladoras, esenciales para la regulaciondrigegnal de los genes diana.
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Figura 2. Esquema de actuacion de los receptores de estrogeftRa y ERp.

Los receptores ERS y AR son proteinas que se unen a sus ligandasdesios y androgenos respectivamente).
Estos receptores estan presentes en la mayoriaudstnas células, y su presencia permite que laslal
respondan a las hormonas esteroideas. Generalmesites receptores flotan en el citoplasma de lalaém
forma inactiva pero cuando se unen a su ligandougten una forma activa (dimerizacién) que les pgegm
entrar en el ndcleo de la célula y unirse a reg®respecificas del ADN ubicadas cerca de las regiones
promotoras de numerosos genes diana, modulandeafesdripcion de miles de genes relacionados con el
desarrollo sexual. Fuente: Modificado a partir Féndez y Pasaro, (2017).

Sin embargo, el fenotipo femenino no resulta exciusente de la ausencia del dgery,
sino también de la exposicion del feto femeninanasuniveles necesariamente bajos de
hormonas esteroideas durante un periodo prenat@ocen el que los ovarios aun no

producen estrégenos, ademas de la accién de uruestodlamada feto proteina (AFP),
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gue presenta una gran afinidad por los estrégemdsrnos e impedira la entrada de éstos

en las células (Bakker et al., 2006).

El feto en desarrollo presenta niveles altos de ,Adti® se une de manera potente al
estradiol secuestrandolo en la circulacion fetateEhallazgo coincidié con el de que los
nacleos cerebrales sexualmente dimérficos expraltas niveles de la enzima aromatasa
P450, que convierte la testosterona en estradial.tdstosterona secretada por los
testiculos, a diferencia del estradiol, no se uihe AFP, sino que entra libremente en el
cerebro, donde se convierte en estradiol en nuegpscificos, y por eso se ha encontrado
mas del doble de estradiol en las regiones debaerénculadas a la diferenciacion sexual
en los machos que en las hembras, precisamentqueliaa zonas del cerebro donde se
concentran altos niveles de ER, que inician la aitsode cambios que inducen a la

masculinizacién (Schwarz & McCarthy, 2008a)

Antes del nacimiento, la concentracion de AFP disiind y el feto quedara mas expuesto
a los estrogenos de la placenta, trayendo conaigthibicion del eje gonadal-hipotalamo-
hipofisario. Después del nacimiento, esta inhilnia@&saparecerd, induciendo un aumento
de la testosterona en los nifios y un aumento deskodgenos en las nifias, que también se
cree que modulan el desarrollo de circuitos cetebrde forma permanente (McCarthy,
2008).

Entre el primer mes y el tercero, después del nanim los niveles de testosterona
vuelven a ser mas altos en los hombres que en UgEren. Se considera que estos dos
picos de testosterona, unidos a la actividad dedosptores esteroideos, programan el
cerebro masculino tanto fenotipicamente como négitdmente, influyendo en la

conectividad neuronal y en la especificacion newioégca mucho después de la

exposicion inicial a las hormonas (Roselli, 2018).

Dado que la diferenciacion sexual de los genitglés diferenciacion sexual del cerebro
tienen lugar en momentos distintos del desarraflivauterino, ambos pueden tomar
direcciones distintas, en cuyo caso el grado deuliaizacion de los genitales podria no
reflejar el grado de masculinizacién del cerebremdb lugar a individuos con cariotipo

XY y genitales masculinos, pero con cerebros feramhbs, o a individuos con cariotipo
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XXy genitales femeninos, pero con cerebros masizaldos (Swaab & Garcia-Falgueras,
2009). Si un embrion femenino se expone a altoslesvde testosterona o de estradiol
durante un periodo prenatal critico, sus genitaglesu cerebro se masculinizaran
independientemente de cual sea su cariotipo (Pha2d9). Algunos de estos procesos en
el desarrollo fetal tendran efectos organizadorngsrynanentes, que se activaran mas tarde,
en la pubertad (Roselli, 2018). Después, duransedas primeros afos de vida, las
hormonas propician conexiones entre redes y esgtasctel cerebro. Estas conexiones se
reforzaran, y otras nuevas surgiran, con los casnlhidmonales de la pubertad (Schwarz
& McCarthy, 2008a).

1.8. Dimorfismo cerebral

La exposicion perinatal transitoria a la testostaro su metabolito, el estradiol, causa
muchas de las diferencias sexuales mejor estudexdéss cerebros de los roedores, y la
evidencia reciente sugiere que los mecanismos mftiges subyacen a muchos de estos
efectos hormonales (Cortes, Cisternas, & Forget92Borger, 2016; 2018; McCarthy &
Nugent, 2015; McCarthy et al., 2009).

Por ejemplo, las diferencias de sexo en el areappoa del hipotalamo se alteran al

inyectar directamente en el cerebro de ratas meatoecién nacidos, durante el periodo
critico para la diferenciacion sexual, un inhibidte la metiltransferasa (Mosley et al.,
2017; Nugent et al., 2015). De manera similar, interrupcion neonatal de la acetilacion
de histonas inhibe el desarrollo de diferenciasiakes en el comportamiento copulador de
ratas macho (Matsuda et al., 2011) y modifica mlai@ del nucleo del lecho de la estria
terminal en ratones, una region del cerebro vimtauk comportamiento sexual masculino
(Murray et al., 2009). Estos hallazgos sugieren lqudiferenciacion sexual del cerebro
requiere cambios orquestados en la metilacion deN A la acetilacion de histonas

(Cortes et al., 2019)

En otro enfoque, segun los estudios del genoma letoppanto los patrones de metilacion
de histonas como los de metilacion del ADN difiesegun el sexo en el area predptica del

ratobn (Ghahramani et al., 2014; Shen et al., 20Eb)tratamiento con testosterona de
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ratones hembra recién nacidos masculiniza parcigéred patron de metilacion del ADN
presente en la edad adulta (Ghahramani et al.,)2@1fas diferencias sexuales en la
metilacion de genes especificos también se rewiectsn el tratamiento neonatal con
esteroides gonadales en ratas (Schwarz et al.).ZB@0lo tanto, las hormonas esteroideas
alteran la expresion o actividad de enzimas queceol marcas epigenéticas (Bramble et
al., 2016; Kolodkin & Auger, 2011; Nugent et al015) pudiendo ser el mecanismo por el

cual las hormonas afectan al epigenoma (Cortds €04.9).

Otro estudio en roedores sugiere el papel del sggmosomico y hormonal en la
epigenética cerebral. En las ratas, las madresnlaxme mayor frecuencia a sus neonatos
s6lo si son machos, pero no a las hembras (Moortd&elli, 1979), habiéndose
demostrado que la cantidad de atencién maternalegilee una cria de rata afecta al grado
de metilacion del gen del receptor de estrogerfasE&®8R1en el cerebro (Champagne et
al., 2006; Kurian et al., 2010). Edelmann y Aug@011) asignaron al azar a algunas
hembras recién nacidas para que recibieran laiateadicional que normalmente se les
da a los machos, al simular el lamido ano-genitah cn pincel. Esto, de hecho,
masculinizé el patron de metilacién de su ADN vy ifiod la expresion del geBSR1en la
amigdala cerebral de las hembras asi tratadasngdel& Auger, 2011). En este caso, el
tratamiento diferencial por parte de la madre salem el olor de la orina del recién nacido
(Moore, 1985), que a su vez se debe a las difasmri la testosterona circulante, y por lo

tanto al sexo genético y hormonal.

Por otra parte, algunas diferencias sexuales ecemdbro son independientes de las
hormonas gonadales y, en cambio, se deben al corapte de los cromosomas sexuales
(Arnold, 2012; Arnold et al., 2003; Cisternas et, &018). De manera similar, los
cromosomas sexuales influyen en la expresion demesz epigenéticas y causan
diferencias sexuales en el epigenoma de roedoressgas (Arnold, 2012; Jiang et al.,
2010; Lemos et al., 2010; Xu et al., 2008). Pdalto, segun los estudios en animales, los
dos determinantes principales del sexo bioldgicmnjosomas sexuales y esteroides
gonadales) contribuyen a las diferencias sexuales epigenoma cerebral (Cortes et al.,
2019).
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La informacion sobre las diferencias sexuales @piglenoma del cerebro humano es muy
limitada. Durante algunas etapas del desarrolla feimano, los cerebros de hombres y
mujeres difieren tanto en la metilacion del ADN @en la hidroximetilacion (Spiers et
al., 2015, 2017). Debido a que estas diferenciasvese antes del nacimiento, y
presumiblemente antes de las influencias sociatessata de diferencias debidas al sexo.
También existen diferencias en las marcas epigersegin la corteza prefrontal de hombres
y mujeres adultos (Gross et al., 2015; Lister ¢t28113; Xu et al., 2014). Sin embargo, los
adultos han tenido muchas experiencias de génerojopque no esta claro si estas
diferencias se deben al sexo o al género.

Aunque las diferencias entre hombres y mujeresobagl un amplio espectro de procesos
y caracteristicas, la mayor de todas radica enéeker@. Muchos estudios sobre los
mecanismos biolégicos tras las diferencias sexuaas el comportamiento, la
psicopatologia y el rendimiento cognitivo en tareascretas, avalan la idea de que estas
se basan en las diferencias sexuales en la moidglzgconectividad y las funciones del
cerebro (Kreukels & Guillamon, 2016).

Existen unas diferencias innatas de distribuci@orectividad de los circuitos neuronales
entre hombres y mujeres basadas en la dotacioniggengcibida, como la mayor asimetria

funcional de los hemisferios del cerebro femeniespecto al masculino (los hombres
tienen una mayor conectividad intra-hemisféricantngs que en las mujeres predomina la
conectividad inter-hemisférica), incluso antes de tas hormonas comiencen a actuar y
potencien la funcionalidad de las areas donde m&®iscentran aquellos receptores con
los que interactian (Swaab & Hofman, 1984). El nwu total del cerebro y la proporcion

de materia blanca es mayor en los hombres quesemugeres quienes, por otra parte,

presentan mayor proporcion de materia gris quadosbres (Nguyen et al., 2019).

Entre las estructuras sexualmente dimoérficas debce humano se hallan el hipotalamo y
la amigdala, que son mas grandes en los hombresmlas mujeres, con un predominio
de receptores de androgenos sobre los de estrogenias amigdala. Por otro lado, el

ndcleo caudado y el hipocampo, son mas grandessemujeres que en los hombres, con
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un predominio de receptores de estrogenos sobreldoandrégenos en el hipocampo
(Kreukels & Guillamon, 2016).

1.9. Dimorfismo sexual del cerebro e incongruencide género

La hipoétesis de la diferenciacion sexual del ceréambién se ha estudiado comprobando
en qué medida el cerebro de las personas con I@iema con su sexo natal o con su
género (Kreukels & Guillamon, 2016). Aunque aunesta claro el verdadero papel que
juega el dimorfismo cerebral en el desarrollo dé&laparece ser que éste es el resultado de
una combinacion de los efectos de las hormonasl ererebro, de la expresion de
determinados genes, y de los factores epigenétiPos. la complejidad de dicha
combinacion, se hace especialmente dificil deteaméh grado de implicacion que tienen
sus elementos por separado. Sin embargo, las mlifase sexuales, estructurales y
funcionales de algunas areas del cerebro, en furdzda identidad de género, apuntan a
una compleja red neuronal implicada en distintgeet®s del comportamiento sexual
(Swaab & Garcia-Falgueras, 2009).

Una parte de los estudias vivo sugiere que, en general, la morfologia cerebral y

rendimiento cognitivo de la poblacion transgénergestran una notable congruencia con
los de su sexo natal. Sin embargo, la mayor pa&ria tteratura indica que la estructura y
el funcionamiento del cerebro de la poblacién énsro concuerda mas con su género
que con su sexo natal, y que la tendencia hadeninizacion cerebral en las mujeres
transgénero, y hacia la masculinizaciéon en el aisdos hombres transgénero es una

cualidad innata, independiente del tratamiento looah(Nguyen et al., 2019).

Hahn y colaboradores (2015) en un estudio sobreeldss de conectividad cerebral en
personas transgénero, encontraron una relacion atectividad intra-hemisférica

disminuida para las mujeres transgénero en laomegi subcorticales y limbicas en
comparacion con la poblaciéon cisgénero. En el gdgbombres transgénero encontraron
una disminucién de la conectividad intra-hemistrmntre las areas subcortical/limbicas
derechas, y en los l6bulos frontal y temporal demecen comparaciéon con la poblacion
cisgénero y con las mujeres transgénero. Las diéee entre los grupos transgénero y la

direccion de la conectividad cerebral sugieren tuelG se caracteriza por firmas
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cerebrales especificas pero distintas para amhgmgr(Hahn et al., 2015; Kreukels &
Guillamon, 2016).

La investigacion en el campo del tratamiento homhgrara la afirmacion de género
(GAHT) ha aportado mucha informacion sobre el arigeel desarrollo de las diferencias
cerebrales asociadas al sexo, a través de la niarijpu de los esteroides gonadales
(Nguyen et al., 2019). Ahora no solo se sabe gsiehtamonas sexuales influyen en la
morfologia y la organizacion funcional del cereldwrante el desarrollo prenatal y peri-
puberal, sino que los estudios sobre las teragiaafidnacion de género han demostrado
gue dichas hormonas pueden afectar al cerebro aando éste estd completamente
desarrollado, y que lo hacen de un modo no unifo@emodo que algunas estructuras
tienden a modificarse a favor del género elegidentras que otras no lo hacen o se sittan
en una posicion intermedia. Se ha encontrado quenwgeres transgénero sometidas a
GAHT, el volumen de la amigdala, el cuerpo callpss nucleo putamen no difieren del
de los hombres cisgénero, correspondiéndose ceaxaubioldgico o sexo natal, mientras
gue la corteza insular derecha y la union tempuaeietal derecha era mas grande que en
los dos grupos cisgénero. Sin embargo, en los hesrtbansgénero, el tercer ventriculo y
el nucleo accumbens son diferentes que en las esusgénero coincidiendo con el
género elegido y no con el sexo natal. Los hombisgenero, al igual que las mujeres
transgénero sometidas a GAHT, presentan mayor \eiugiobal de materia gris que las
mujeres cisgénero en el cortex frontal pdstero rsupanientras que tanto mujeres como
hombres transgénero presentan menor volumen deiangitis en la insula que las mujeres

cisgénero (Nguyen et al., 2019).

En otro estudio se ha encontrado que, despuésati® semanas de GAHT los cambios en
los niveles de testosterona en hombres transgéuoerelacionaban inversamente con el

volumen de materia gris en el area de Broca yeal de Wernicke (Kranz et al., 2017).

A pesar de las diferencias en los resultados, eergk estos estudios indican que las
mujeres transgénero presentan patrones desmasgadbsien cuanto al espesor cortical de
la microestructura de la sustancia blanca, y gsdn@mmbres transgénero presenta patrones

desfeminizados, y que tanto mujeres como hombrassdénero presentan una
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diferenciacion sexual caracteristica y compleja, ferma de mosaico, con patrones
femeninos y masculinos y no una simple contrapdsidel fenotipo cerebral en relacion a

su sexo biologico (Guillamon et al., 2016).

1.10. Etiologia de la incongruencia de género

En cuanto a su etiologia, la IG se considera raaltfial y compleja. Algunas hipétesis sugieren
gue el aprendizaje y la comunicacion establecepdatas para el desarrollo de la identidad de
género y, por lo tanto, son el proceso de intavaantre los adultos y los nifios, y el aprendizaje
social, los que permiten la adquisicion de los amtamientos relacionados con la masculinidad
y la femineidad, derivandola psicolégicamente aégade patrones sociales que el nifio
interioriza segun la apariencia de sus genitalesres (Katz & Boswell, 1986; Sasaki et al.,
2016).

Otras lineas de investigacion sugieren que la té&fesrtemente ligada al desarrollo del cerebro
y gue los factores bioldgicos (hormonales, gengtic@pigenéticos) juegan en ella un papel
fundamental (Joel et al., 2020). Los autores pdantgue la IG estd relacionada con la
discordancia entre la diferenciacion sexual cergbla gonadal, basandose en evidencias que
demuestran la existencia de una morfologia ceretratteristica, un fenotipo cerebral mosaico,
a medio camino entre lo femenino y lo masculinecatdante con el sexo biolégico, y que
parece derivarse de un funcionamiento atipico slehteamonas en regiones especificas del
cerebro, cuyos niveles y funcionamiento se hallméticamente codificados (Bao & Swaab,
2010; Guillamon et al., 2016; Hines, 2010; Kranalet2017; Kreukels & Guillamon, 2016;
McCarthy, 2016; Smith et al., 2015).

Por otro lado, los estudios de asociacion famiiade gemelos han mostrado una alta
concordancia para la IG tanto en familiares de@rignado, como en gemelos homocigoticos y
dicigoticos, lo que sugiere una base genéticag@sténa que es la responsable del 62 % de la
varianza en su morbilidad (Goémez-Gil et al., 2Q2@,1). Los gemelos monocigéticos (M2Z)
muestran una mayor concordancia para la IG qugeloelos dicigéticos DZ y entre hermanos
no gemelos se ha encontrado una mayor prevaleacla G que en la poblacidon general
(Gomez-Gil et al., 2010). Otros estudios corrobdeaitiea de que los hermanos de personas

transgénero presentan mayor riesgo de compaitiiréacransgénero que la poblacion general,
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aunque a través de estos estudios no es posiotadil si esto se debe a factores ambientales,
biolégicos, o a ambos (Goémez-Gil et al., 20F@) todo ello se han realizado estudios de los
principales genes implicados en la diferenciacexual del cerebro: el gen del receptor de
androgeno#\R, el gen del receptor de estrogendsSR1,el gen del receptor de estrogefos
ESR2gl gen de la aromata€&'P19Aly el gen de la 17-alfa-hidroxila€yP17A1

1.11. Principales estudios sobre la base genéticald incongruencia de género

La evidencia cientifica acumulada durante los oirafios apunta a una etiologia compleja con
disruptores hormonales, genéticos, epigenéticogsanismos inmunoldgicos que originan un
perfil neuropsicologico especifico (Joel et al.2@0McCarthy, 2020). Una de las hipotesis
actuales sugiere que la IG podria estar relaciooadaina diferenciacion sexual diferente del
cerebro, no concordante con el sexo natal o séyoeal® al nacer, como resultado de cambios
en la secuencia de ADN del gen del receptor dégestos ERu- y el gen del receptor de
andrégenos AR (Fernandez et al., 2018). Estos oanelni la secuencia del ADN implicarian
una variabilidad en la sensibilidad de los recestbiormonales, provocando una vulnerabilidad
genética relacionada con la produccion de receptmenonales mas o menos sensibles a sus

ligandos (estrégenos y androgenos).

Los receptores ERB y AR son proteinas que se unen a sus ligandoédesos y andrégenos
respectivamente). Estos receptores estan presgntasmayoria de nuestras células (incluidas
las neuronas del hipocampo y el hipotdlamo) y esqnrcia permite que las células respondan a
las hormonas esteroideas. Generalmente, estosoreseftotan en el citoplasma de la célula en
una forma inactiva (Figura 2), pero cuando se unen ligando adquieren una forma activa
(dimerizaciodn) que les permite entrar en el nudketa célula y unirse a regiones especificas del
ADN ubicadas cerca de las regiones promotoras menwsos genes diana, modulando asi la
transcripcion de miles de genes relacionados calesarrollo sexual en un efecto domind o
cascada. Por tanto, ER y AR son proteinas queraetianismo tiempo como receptores
hormonales y como moléculas reguladoras de lactipo®n. Todas estas ideas llevaron a

sugerir la posible implicacion de dichos recepterela base genética de la IG.

En la tabla 2 se muestran los principales estughibse la base genética de la IG. El primer
estudio fue realizado por Henningsson y colaboexi@2005), quienes analizaron por
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primera vez tres polimorfismos de repeticién lagadios en los genes de los receptores
ERB, AR y en el gen de la enzima aromata8#R19A} en una poblacion de 29 mujeres
transgénero. Especificamente encontraron polinmoss mas largos (con un mayor
namero de repeticiones) en el polimorfismo deBERenningsson et al., 2005) que en la
poblacion trans. Ademas, el analisis de regresiygistica indicé la existencia de
interacciones entre los tres polimorfismos anabizague incrementaban la posibilidad de
presentar IG (Tabla 2). En esta linea, los resodtazbtenidos sugieren que el riesgo de
presentar |G también esta influenciado por losnpadfismos del gen de la aromatasa y el
ERB, pero la contribucién de estos genes es mucho megypresencia de alelos cortos del
AR. Ademas, encontraron que los varones portaddeeseceptores AR menos activos

(alelos largos) presentaban mayor probabilidadrdsencia de IG.

Méas tarde, Hare y colaboradores (2009) replicarbnestudio de Henningsson y
colaboradores (2005) en una poblacion mas grandaujeres transgénero encontrando
también, al igual que el estudio anterior, polirsmiios del AR mas largos en la poblacién

trans respecto a la poblacion cis.

Sin embargo, cuando Ujike y colaboradores (2008)izaron los mismos polimorfismos
en una poblacion transgénero japonesa, no encomtr@ngun dato con significacion
estadistica. Pero debemos sefialar que el grupgilkdeiktorpord en el andlisis pequefias

modificaciones que imposibilitan comparar sus tesials con el resto de investigaciones.

Estos y otros polimorfismos fueron también analizaen la poblacion espafiola (Tabla 2).
Se analizaron 974 individuos transgénero respeatoaapoblacion cisgénero de 1.327
individuos. Los resultados confirmaron la impli¢actide ambos receptores kB en la
base genética de la IG. Ademas se encontraron aagmués cruzadas entre los
polimorfismos que incrementaban la probabilidadpdesentar 1G (Cortés-Cortés et al.,
2017; Fernandez et al., 2014a, 2014b, 2015, 2@A); Ramirez et al., 2021).

En el afio 2008, Bentz y colaboradores incrementkrdista de genes analizados en la
poblacién con IG con el estudio del geWP17Alen una poblacion transgénero del norte
de Europa (Austria) formada por un grupo de 102enesj transgénero y 49 varones

transgénero, que fueron comparados con 1.671 chaiei cisgénero (756 hombres y 915
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mujeres). Los resultados obtenidos apoyan la aséniaéntre el polimorfismo CYP17-
rs743572 y la IG en la poblacion de hombres tragnes el alelo mutado (A2) se
encontraba sobrerrepresentado en la poblaciongéaaso (Bentz et al.,, 2008) en
comparacion con la poblacion cis femenina. Ademnias, autores encontraron una

distribucion alélica sexo dependiente en la poblacis.

En 2016 nuestro grupo amplio el estudio del polfiaero CYP17-rs743572 en una

poblacion espafiola con IG compuesta por 317 mujei@ssgenero, 223 hombres
transgénero, 358 hombres cisgénero y 264 mujesggroero (Fernandez et al., 2016). Al
contrario que Bentz y colaboradores (2008), endhblgrién espafola las frecuencias
alélicas y genotipicas no mostraron diferenciaadésticamente significativas entre las
poblaciones cis y transgénero. Ademas, las frecagralélicas y genotipicas tampoco
diferian significativamente entre ambos gruposénsgo, al contrario de lo que sugerian
Bentz y colaboradores. Nuestros resultados, pdo,taontradijeron los aportados por
Bentz y colaboradores (2008) sobre la implicaciéhpblimorfismo CYP17-rs743572 en

la base genética de la IG, basandonos, no sola gollacion espafiola analizada, sino
también en los datos derivados de la base de daftis Genomes y de los obtenidos en

una revision bibliogréafica realizada especificaragrdra este estudio.

Las discrepancias existentes entre nuestro trabajoestudio de Bentz y colaboradores
(2008) se deben a problemas en la seleccién dedatma cisgénero femenina en el estudio
austriaco, pues formaron este grupo con mujereshgbi@n realizado consultas médicas
por desdérdenes perimenopausicos en los Hospitaleeiditarios de Austria y Alemania.
En este sentido los datos obtenidos por el grupdel®z y colaboradores sobre el
polimorfismo CYP17-rs743572, podrian estar relaatws con enfermedades
dependientes del funcionamiento de los estrogenao® ycon la IG. En conclusion,
podemos afirmar que, segun nuestros datos, el pdismo CYP17-rs743572 no esta
asociado a la 1G.
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Tabla 2.

Principales investigaciones sobre la base gendtiepigenética de la incongruencia de género.

Publicaciones Genes analizados Mue_stra Conclusiones
analizada
. -Polimorfismo del ER mas largos en MT
Henningsson et al., (2005) ERB, AR, CYP19A1 29 MT Interaccion del AR, ERY la aromatasa
100 MT -Poblacién alemana y austriaca
Bentz et al., (2007) SRD5A2 47 HT -No encontraron diferencias estadisticamente saatifias
-Encuentra diferencias en la poblacion HT
Bentz et al., (2008) CYP17A1 104 MT -El grupo control de mujeres (9_15) fue seI§CC|ormum I_a pob_lamon
49 HT femenina que acudio al hospital por desérdenempecdpausicos. Se
duda de su resultado
Hare et al., (2009) ERB, AR, CYP19A1 112 MT -AR mas largo en la poblacion MT
-Poblacién japonesa
74 MT -No encontraron diferencias estadisticamente s@atifias en ninguno de
Ujike et al., (2009) ERB, AR, CYP19A1 los polimorfismos
168 HT ~ o e .
-Afiaden una variacion en el analisis utilizando &dia en lugar de la
mediana para hacer la distincion entre alelo optéwgo
Lombardo et al., 2013 SRY, AR, DAX1, SOX9, AZF 30 MT -Poblacion italiana . - .
-No encontraron diferencias estadisticamente saatifias
442 MT -Poblacién espafiol. Se trabaja por primera vez obfapién homogénea
Fernandez et al., (2014a, 2014b) ERB, AR, CYP19A1 segun raza, pais, orientacién sexual
273 HT L
-Implicacion del ER en HT, no en MT
317 MT -Poblacién espafiola
Fernandez et al., (2015, 2016) CYP17Al 223 HT -Poblacién homogénea

-No implicacion del CYP17A1
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Cortés Cortés et al., (2017)

Fernandez et al., (2018)

Foreman et al., (2019)

Fernandez et al., (2020a)

Fernandez et al., (2020b)

Settimio D'Andrea et al., (2020)

Fernandez et al (2021)

Ramirez et al (2021)

ERa.:
(TA)n-rs3138774 184 MT
Pvull-rs2234693 183 HT

Xbal-rs9340799

425 HT

ERux , ERp, AR, CYP19A 549 MT

AR, ER:, ERB, SRD5A2, STS,
SULT2A1, PGR, COMT, 380 MT
CYP17, SRD5A2

ERa:
rs9478245, rs3138774
rs2234693, rs9340799

273 MT
226 HT

Analisis de metilacion del
fragmento RIII del promotor del 10 MT

ESR1 en una poblacion 10 HT

transgénero

AR 795 MT
47 MT

Estrogen receptor coactivators

SRC1, SRC2 y SRC3 A4THT

Analisis epigenético de una 8 MT
poblacién transgénero antes del8 HT
tratamiento GAHT.

-Poblacién espafiola
-Poblacién homogénea
-Implicacion del polimorfismo Xbal in HT

-Poblacién espafiola

-Poblacién homogénea

-Implicacion del ER y ERB.

-Interacion inversa entre AR y BRen MT

-Combinaciones alélicas especificas ¢ERRB y AR) se encuentran
sobrerrepresentadas en la poblacién transgénero.

ERo, SRD5A2, STS estan implicados en la base gené¢ida IG.
Combinaciones alélicas se encuentran sobrerrepagsenen la poblacion
transgénero, en su mayoria involucrando al AR.

Se analizan 4 polimorfismos situados erufE@s de ellos son
significativos en la poblacién HT frente a la palda cisgénero.

Los datos mostraron diferencias sexodimérficad @atedn de metilacion
del fragmento RIll cuando se compararon las pobfes cisgénero y
transgénero antes y después del tratamiento GABS dhtos indican una
implicacion de los procesos epigenéticos en ldogfia de la IG.

Metandlisis. La poblacion MT mostr6 polimsnfios del AR mas largos.

Diferencias estadisticamente significativas par&€3Rind SRC-2

Analisis del perfil de metilacion global de una [a@idn de 16 individuos
transgénero respecto a una poblacion cisgenérmiargs caracteristicas,
antes del tratamiento GAHT.

MT= mujeres transgénero; HT=hombres transgénero
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Nuestro grupo de investigacion no confirmé la imgdién de este polimorfismo CYP17-
MspALl (rs743572) ni tampoco EYP19A1(rs60271534) en la base genética de la IG al
analizar una muestra caucasica de origen espaiohgidez et al., 2015). Nuestros
resultados fueron confirmados posteriormente paysogjrupos (D’Andrea et al., 2020;

Foreman et al., 2019).

Posteriormente, el analisis de interaccién entleanpofismos a través de un estudio de
regresion logistica, mostro la existencia de uteraccion alélica inversa entre el &eiRel
AR en la poblacién de mujeres transgénero. Tamédeancontrd una asociacion entre el
ERa y el ERB en el grupo de hombres transgénero. Estos datdsnsaron el papel clave
del ER3 en el desarrollo del género cerebral en humarernéiRdez et al., 2018).

Por otro lado, Fernandez et al (2021) analizaramfdicacion de las moléculas activadoras de
los receptores de estrogenos SRC1, SRC2 y SRC3¥nwamfio su implicacion en la
diferenciacion sexual del cerebro y el papel furefdal que juegan los estrogenos en ello
(Fernandez et al., 2021).

Finalmente, los primeros estudios sobre la implcade la epigenética en la IG fueron
realizados también por nuestro equipo (Ramirelz, @021). Los estudios en adultos con IG han
demostrado que ciertos factores ambientales, cbtraia@niento GAHT, modifican el perfil de
metilacion de las regiones promotoras de los gEi®#] ESR2y AR (Aranda et al., 2017;
Fernandez et al., 2020). Ademas, el estudio déaiéti global del ADN en la poblacion adulta
con IG mostré que existen diferencias en el gramaditilacion incluso antes del tratamiento
GAHT, cuando se compararon dos poblaciones cisgéndransgénero con caracteristicas
similares (Fernandez & Burke, 2022; Ramirez eR@R]1) Hasta la fecha, no hay otros estudios

en la literatura que analicen la influencia depigenética en la IG.

1.12. Genes mitocondriales y dimorfismo sexual

Las mitocondrias son organelas intracelulares gteniienen fundamentalmente en los
procesos de generacion de energia (la respiraeiditac). La mitocondria cuenta con su
propio material genético formado por ADN, con @asrpeculiaridades. De entre ellas

destaca que el ADN es bicatenario, circular y ssgmta en multiples copias (>1000) en
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una misma célula. Mas del 93% del ADN mitocondesicodificante (frente a tan soélo el
1,5% del ADN nuclear) y sus 37 genes no tienemirgs (Goncgalves, 2019).

Otro de los aspectos mas relevantes de las mitoesnds que solo se hereda de la
madre, ya que se encuentran en el citoplasma déb éecundado por el espermatozoide
(que sélo aporta el nucleo al nuevo organismo neciénstituido). Por lo tanto, el

material genético mitocondrial de cualquier indixadse hereda exclusivamente por via

materna.

Dentro del genoma mitocondrial se encuentra ladregontrol en la que existen 2 zonas,
denominadas “regiones hipervariables” (HSV1 y HS\é2) donde se acumulan de forma
preferente los polimorfismos. Las secuencias dedan control pueden ser analizadas

facilmente y utilizarse para comparar las muesteadiferentes sujetos.

En determinadas ocasiones el andlisis de la regidtrol tiene un poder limitado por lo
que también se han identificado multiples SNPsamebidén codificante del genoma
mitocondrial. La principal utilidad en el campo dase del ADN mitocondrial es en el
esclarecimiento de relaciones de parentesco pormdterna, sobre todo cuando el
material biolégico de partida esta mal conservadaxigte una importante degradacion

del ADN que dificulta el andlisis de otros marcaopolimorfismos autosomicos.

Las mitocondrias realizan diversas funciones io@ectadas, produciendo ATP e
intermediarios biosintéticos que contribuyen a respuestas de estrés celular como la
autofagia y la apoptosis. Producen ATP a travda f@tesforilacion oxidativa (OXPHQOS) y
desempefian un papel clave en la modulacion eneaggitbal. Una mayor necesidad de
ATP se satisface aumentando la masa mitocondimadueiendo OXPHOS. La regulacién
de la biogénesis mitocondrial esta estrechamentedic@da con vias que inducen la
vascularizacion y mejoran el suministro de oxiganos tejidos (Nunnari & Suomalainen,
2012).

El ensamblaje y la funcién de las mitocondrias i@ la expresion coordinada de dos
genomas distintos, el ADN mitocondrial (ADNmt) yADN nuclear (ADNn) (Mossman

et al., 2016). Hay mas de 1000 genes mitocondrgiesestan codificados por el genoma
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nuclear (Gongalves, 2019). Las mutaciones en cigalgde los genomas pueden ser una
fuente de variacion fenotipica (Mossman et al. 63201

Las variantes del ADNmt que surgieron como adaptes energéticas, a la disponibilidad
calorica y a las diferencias climaticas, tienen iompacto en nuestra salud. Las
mitocondrias son la principal fuente de radicalleses derivados del oxigeno (ROS) como
subproducto téxico de fasforilacion oxidativa mitocondriglOXPHOS), que dafian tanto
el ADNmt como el nuclearson mutagénicag desempefian un papel clave en procesos

como el envejecimiento y la carcinogénesis (Dangshal., 2007).

Los 6rganos mas comunmente afectados son aqueliosia alta demanda energética
como el masculo esquelético y/o el sistema nervamsdral (DiMauro et al., 1999). Sin

embargo, practicamente cualquier 6rgano y tejicadpwerse afectado (Moslemi & Darin,
2007).

Por otro lado, los cambios en la expresién génigarde el envejecimiento se conservan
parcialmente en todas las especies y sugierenlgegtrés oxidativo, la inflamacién y la

proteotoxicidad son el resultado de un mal funaimieato mitocondrial y una sefalizacion

nuclear mitocondrial anormal (Tower, 2015). Cuasdamide en sangre, el ADNmt CN,

namero de copias de ADN mitocondrial, éste corieter positivamente con la buena
salud y disminuye con la edad, y esta disminuciénha relacionado con multiples

enfermedades. Un namero de copias de ADNmt eleyamioptra parte, se asocia con una
mayor longevidad (Mengel-From et al., 2019). Lateenedades mitocondriales pueden
afectar a cualquier sistema de érganos, y manifesta cualquier edad (Nunnari &

Suomalainen, 2012).

El DNAmt tiene una alta tasa de mutacion entre 1000 veces mas alta que el genoma
nuclear. Las variantes somaticas (deleciones dtistish de bases) son aquellas que se
acumulan con el tiempo dentro de los tejidos gdimae células madre, y pueden surgir

pronto en el desarrollo y llegar a distribuirse &ampente (Gongalves, 2019).

El funcionamiento mitocondrial también es sexualimedimérfico. Los estudios de

asociacion en humanos han revelado loci de rasgastitativos (QTL) especificos del
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sexo que regulan el contenido mitocondrial deldtejisanguineo (Tower, 2015).
Investigaciones recientes sugieren que el dimodisexual en el envejecimiento es una
consecuencia de la transmision inusual de DNAnetigminantemente materna (Wolff &
Gemmell, 2013).

La herencia uniparental del ADNmt da como resultada asimetria de seleccion; las
mutaciones que afectan solo a los machos no respomda la seleccion natural,
imponiendo una carga de mutacion mitocondrial éfipacde los machos, que ha sido

asociada a algunas enfermedades y a la infertilidad

Nuevos datos de moscas de la fruta sugieren unl gistacado del ADNmt en el
envejecimiento. Los machos, casi invariablementenvwidas mas cortas que las hembras
(Wolff & Gemmell, 2013). La funcidon mitocondriallgs vias de regulacion mitocondrial,
incluyendo la autofagia y la apoptosis, muestraa especificidad sexual a nivel de las
células y los tejidos. En los humanos, las mujaetién tienen una mayor esperanza de
vida que los varones (Tower, 2015). Los datos segique las hembras se aprovechan de
la presencia de dos copias de genes criticos kgaldoromosoma X. Este nivel adicional
de expresion y regulacion dindmica de genes ligatosomosoma X puede permitir a las
hembras regular mas eficazmente la funcion mitogahy la resistencia al estrés (Tower,
2015).

En un estudio de Lee et al., (2011) se compardirleno de copias de ADNmt en mujeres
con y sin sindrome de ovario poliquistico (PCO®¢(kt al., 2011). El sindrome de ovario
poliquistico se caracteriza por un nivel cronicateaidto de testosterona, progesterona y
estradiol desde la pubertad (Nguyen et al., 2@®&)estudiaron 50 mujeres con PCOS y 60
mujeres sanas con el mismo indice de masa corpadad, hallando que el nUmero de
copias de ADN mitocondrial fue significativamenteemor en mujeres con PCO® (
<0,01) y se correlaciond positivamente con los Iewale globulina transportadora de
hormonas sexuales. En las mujeres sin PCOS setemcma correlacion negativa entre el
numero de copias de ADNmt y los niveles de testoste De modo que el agotamiento
del ADNmt puede estar implicado en la patogénesisP€OS y en sus complicaciones

metabdlicas y hormonales (Lee et al., 2011).
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Otros trabajos también han sugerido que las horsneereuales desemperfian un papel en la
regulacion de la dinamica mitocondrial, el metadb y la comunicacion cruzada con
otros organulos. Especificamente, la hormona sdgoanina, el estrégeno, tiene un papel
tanto directo como indirecto en la regulacion déilegénesis mitocondrial a través de
PGC-Xki, un coactivador de genes mitocondriales. Por lanlo, la testosterona es cardio
protectora en los hombres y puede regular la biegjémitocondrial a través de PGE&-1

y PGC-L.

Tanto el receptor de estrogenos ER como el recej@aandrogenos AR se encuentran
asociados a las mitocondrias de los mamiferosestr®genos son los mas conocidos por
ser antiapoptoticos en los tejidos musculares yamales en caso de estrés. Los datos
demuestran que los esteroides sexuales de los eram#on potentes reguladores de la
respuesta al estrés a nivel de los tejidos y decéhdas individuales. Por todo ello es
necesario realizar investigaciones futuras sobreaglel regulador de las hormonas
sexuales en la sefializacion mitocondrial y su fumein las disparidades subyacentes entre

hombres y mujeres (Liu et al., 2014).
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OBJETIVOS

El objetivo generable esta investigacion consistio en el analisisadeake genética de la
IG (ICD-11) en una poblacion de hombres y mujerassigénero de origen caucasico. Para

ello se realizaron tres estudios:

PRIMER ESTUDIO : Analysis of four polymorphisms located at the promter of the
estrogen receptor alphaESR1 gene in a population with gender incongruence.
Publicado enSex Med2020 Sep;8(3):490-500. doi: 10.1016/j.esxm.2020002.

Objetivos especificos

1. Andlisis de la implicacion del gdiSR1en la base genética de la IG mediante el
estudio de las frecuencias alélicas y genotipieasuatro polimorfismos situados

en la region promotora del g&tR1
- El microsatélite de repeticion rs3138774 situadda region promotora.

- El polimorfismo rs9478245 definido por la enzimea restriccionBsrDI

(T452C) localizado en la regidon promotora.

- El polimorfismo rs2234693 definido por la enzima restriccionPvull

(T397C) localizado en la regién flanqueante detmqotor, en el intrén 1.

- El polimorfismo rs9340799 definido por la enzirda restriccionXbal

(A351G) localizado en la region flanqueante dehpotor, en el intron 1.
2. Estudio de asociacion de cada uno de los pdisnoos y la 1G.
3. Estudio del desequilibrio de ligamiento entiedaatro polimorfismos.

4. Estudio de asociacion multiple de los cuatranpaifismos y su implicacion en la

base genética de la IG mediante el andlisis diedesencias haplotipicas.

SEGUNDO ESTUDIO: An analysis of the implication of estrogens and steid

receptor coactivators in the genetic basis of Genddncongruence. Publicado en
Sexual medicine,9(3), 100368.https://doi.org/10.1016/j.esxm.2021.10036§ como
capitulo de libro enOxytocin and Health[ISBN: 978-1-83969-138-6]. Dr. Wei Wu and
Dr. Ifigenia Kostoglou-Athanassiou. Editors. London

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.96668
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Objetivos especificos

1. Analisis de la implicacion de los coactivadoreslake receptores de hormonas
esteroideas NCoA-1, NCoA-2, NCoA-3, NCoA-4, NCoAg300 y CREBBP en
la base genética de la IG mediante el estudio defrecuencias alélicas y

genotipicas de 247 polimorfismos tipo SNP.
2. Estudio de asociacién de cada uno de los polismods y la IG.
3. Estudio del desequilibrio de ligamiento entregomorfismos.

4. Estudio de asociacion multiple de los polimorfismosu implicacion en la base

genética de la IG mediante el analisis de las &ecias haplotipicas.

TERCER ESTUDIO: Analysis of the implication of 242 mitochondrial SNPs in the
biological basis of Gender Incongruence. Pendientie publicacion.

Objetivos especificos

1. Analisis de la implicacion del ADN mitocondriah la base genética de la IG
mediante el estudio de las frecuencias alélicaanptipicas de 242 polimorfismos
mitocondriales.

2. Estudio de asociacion de cada uno de los pdisnuos vy la IG.
3. Estudio del desequilibrio de ligamiento entre polimorfismos.

4. Estudio de asociacion multiple de los polimoniis y su implicacion en la base

genética de la IG mediante el analisis de las &ecias haplotipicas.

70



3. MATERIAL Y METODOS






MATERIAL Y METODOS

La investigacion se corresponde con un disefio arpatal con grupo control, que se
llevo a cabo en el laboratorio de Psicobiologidadgniversidad de A Corufia. El trabajo
experimental se llevd a cabo tras obtener el cdimsiemto firmado de todos los
participantes en el estudio, siguiendo los parémsegstablecidos en la Declaracion de
Helsinki sobre los principios éticos para la inigestion médica en seres humanos,
aprobada por la Asociacion Médica Mundial y el Gamie de Oviedo del Consejo de
Europa para la proteccion de los derechos humarasdygnidad del ser humano con
respecto a las aplicaciones de la investigacionalsogiologica y médica. Todos los
protocolos, datos y metodologias realizadas, sarlbe a cabo de acuerdo con la Ley
Organica 15/1999 de proteccion de datos.

PRIMER ESTUDIO : Analysis of four polymorphisms located at the promter of the
estrogen receptor alphaESR1 gene in a population with Gender IncongruenceSex
Med. 2020 Sep;8(3):490-500. doi: 10.1016/j.esxm.20200042.

Sujetos

La poblacion analizada consistié en 323 mujeresgi@nero, 235 hombres transgénero, 252
mujeres cisgénero y 285 hombres cisgénero, reositad los ultimos diez afios a través de
las Unidades de identidad de género (UIG) de lospltades Clinic de Barcelona y el

Hospital Regional Universitario de Malaga.

Con el fin de obtener una muestra lo mas homogeosiale, evitando su estratificacion, se

siguieron los siguientes criterios:

Criterios de inclusion: Para el grupo transgénasorfecesario (1) presentar IG de acuerdo

con el ICD-11; (2) identificacion con el otro gémghombre o mujer); (3) presentar los
primeros sintomas de IG antes o durante la pubdrtadentirse atraidos por personas del

otro género; (5) tener mas de 18 afios en el morderitorealizacion del estudio.

Los criterios de inclusion para los sujetos cisgéffigeron los siguientes: (1) ser mayor de

edad en el momento de la inscripcion; (2) idemtdiGn como hombre o mujer.
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En el momento del reclutamiento, las personasdémeso que participaron en el estudio
cumplian los criterios de diagnostico de acuerdoalcCIE-10 y el DSM-4-TR, (American
Psychiatric Association, 1995; World Health Orgatian, 1993) segun la evaluacion
realizada por los psiquiatras y psicologos espstEal de ambas UIGs. Para evitar la
estigmatizacion, el diagnostico se volvio a etiguebmo |G siguiendo el CIE-11 (World
Health Organization, 2018). Estos cambios no imi&dn con la interpretacion de los
resultados ya que todos los participantes transg@xgresaron explicitamente sentimientos

de pertenencia al otro género y comunicaron ebdésé¢erapia hormonal y quirdrgica.

La aparicion temprana de los primeros sintomasdeelestablecié mediante entrevistas que
evaluaron si los primeros sintomas estaban presantes de la pubertad. La orientacion
sexual en la poblacion transgénero se definidegytar qué pareja (un hombre, una mujer,
ambos o ninguno) preferirian, o por cual sentidaccion, si tuvieran total libertad para
elegir y su cuerpo no interfiriera. Las mujeresy thombres transgénero se sometieron a una
evaluacion hormonal endocrinoldgica para descardastornos del desarrollo hormonal y

sexual.

Las muestras de ADN del grupo cisgénero fueromutadhs a partir del biobanco generado
para el estudio Pizarra, en el que todos los patites firmaron la ficha informada
otorgando el consentimiento para la donacion demasestras al biobanco del Hospital
Regional Universitario de Malaga para estudiosngestigacion médica. El estudio Pizarra
excluyo a las personas que habian sido hospitabzpdr cualquier motivo en las cuatro
semanas anteriores a la evaluacion, si estabanrarabas o si presentaban un trastorno
médico o psiquiatrico grave. Ademas, se preguntibsaparticipantes cisgénero sobre
cualquier condicion médica aguda o crénica existgnssi se identificaban como mujer,
hombre u otras identidades no binarias. La polbiacisgénero fue seleccionada segun su
origen geografico, raza, edad y sexo. Las prinefpahracteristicas de la poblacion Pizarra

fueron descritas anteriormente por Soriguer e{2§113).

Los criterios de exclusion para ambas poblacionesoh los siguientes: (1) presencia de

desordenes neuroldgicos o psiquiatricos; (2) posetle desordenes hormonales; (3) historial

de abuso de alcohol y/o drogas; (4) hospitalizapidncualquier razén las cuatro semanas
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anteriores a la evaluacion; (5) presentar altemamidmosomica (aneuploidia, inversiones, y/o

translocaciones).

Para poder descartar la presencia de desordempsap#ios y la existencia de abuso de
sustancias en la poblacion transgénero, los poofaisis de la UIG del Hospital Clinic de
Barcelona aplicaron la entrevista Mini-Internatiohseuropsychiatric Interview (M.I.N.I)
(Sheehan et al., 1998).

Después de aplicar los criterios anteriormente rilesc fueron excluidos del estudio 39
mujeres transgénero y un hombre transgénero paemiee los primeros sintomas de
incongruencia después de la pubertad, o por persetnas orientaciones sexuales. También
se excluyeron 11 mujeres y 8 hombres transgénerprpsentar alteraciones en el cariotipo.
La muestra final quedé formada por 1.036 individ@¥8 mujeres transgénero, 226 hombres
transgénero, 252 mujeres cisgénero y 285 homtsgérero. El estudio obtuvo la aprobacion
del Comité de Etica de los Hospitales Clinic decBlana y el Hospital Regional
Universitario de Malaga. Todos los participantemdiron el informe de consentimiento

previa realizacion del estudio.

Extraccion de sangre

Se realizé en la UIG del Hospital Clinic de Barogl@n donde los especialistas extrajeron
de cada participante del grupo transgénero Smlatgre periférica en anticoagulante
EDTA (acido etilendiaminotetraacético1d816N20s) al comenzar el estudio. Estas
muestras fueron enviadas al laboratorio de Psitmiim de la UDC a temperatura
ambiente, mediante mensajeria urgente, para lanmoséxtraccion de ADN. Las muestras
no excedieron nunca las 48 horas desde la extrabeigta la obtencién del ADN.

Analisis molecular

El ADN genomico se obtuvo utilizando el Kit DNeaBjood & Tissue Kit, de Qiagen
(Madrid, Espafia) siguiendo las recomendacionesadmd$a comercial. Se analizaron tres
polimorfismos de un solo nucleétido o SNhgse nucleotide polymorphign©1=rs9478245,
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C3=rs2234693 y C4=rs9340799; y un polimorfismo eeeticion en tandem corto o STR
(short tandem repeptC2=rs3138774.

Segun la base de datos Ensembl (www.ensembl.tog/polimorfismos C1 y C2 se ubican
en la region promotora del g&$R1 mientras que los polimorfismos C3 y C4 se uberafa
region flanqueante del promotor, en el intron 1gisi (Tabla 3). Las reacciones de PCR se
realizaron segun las condiciones indicadas enbi#aTa siguiendo las indicaciones de Prieto
y Fernandez (2018) y van Meurs y colaboradores JR0Posteriormente, para los
polimorfismos tipo SNP (Cl, C3, y C4), el genotipage realiz6 mediante la digestién
enzimatica, durante al menos 12 horas, de los proslde PCR con la correspondiente
enzima de restriccion siguiendo las recomendacidees casa comercidBsrDI (Thermo
Scientific, Madrid, Spain)Pvull (BioLabs, Madrid, Spain) &bal (Roche, Madrid, Spain).
Los productos de digestion fueron visualizados engel de poliacrilamida al 6% (GE
Healthcare, Madrid, Spain).

ol S LA

- s | <—225pb

PR —— S i 139pb

Figura 3. Gel de poliacrilamida con los resultados de digestn con la enzimaBsrDI.

Fragmento de un gel de poliacrilamida en dondeusel@ observar, de izquierda a derecha, los trestigea
posibles: S/S (C/C), S/L (C/T) y L/L (T/T), despuésdifgerir el producto de PCR con la enziB&aDI.

Los genotipos resultantes de las digestioneBsodl y Pvull fueron C/C, C/T y T/T; y para
la enzimaXbal fueron G/G, A/G y A/A (Tabla 3). El genotipado dablimorfismo de
repeticion C2 se realiz0 mediante electroforesjslaraautomatizada (3130 XL Genetic
Analyzer, AppliedBiosystems) en los Servicios deebtigacion de la UDC, y se determind la
longitud de los alelos con el programa GeneMapd2652 AppliedBiosystems).
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Tabla 3.

Condiciones de las reacciones de amplificacionPGR que se emplearon en los estudios moleculateeddESR1.

Posicionamiento Tipo de Enzima Secuencia Condiciones
Polimorfismo . Alias Hpoc de implicada en el Secuencia de los cebadores Descripcion
segun Ensembl polimorfismo . . . . de la PCR
digestion  polimorfismo
5-TTCTCCTTTCCCCTGTTCC-3’ Prieto & Fernandez 94°C 1 min
’ 0 H
rs9478245 Promotor C1 SNP BsrDI T>C 5 AGACCCCCAGTATTGCAGTG-3' 2018 59°C 1 min
72°C 1 min
94° C 40 seg
5'-GACGCATGATATACTTCACC-3' FAM van Meurs et al., o
rs3138774 Promotor Cc2 STR -- (TA)n 5. GCAGAATCAAATATCCAGATG-3' 2003 59° C 40 seg
72° C 40 seg
94° C 50 seg
. 5-GATATCCAGGGTTATGTGGCA-3’ van Meurs et al., o
rs2234693 Intron 1 C3 SNP Pvull T>C 5 AGGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA-3 2003 60° C 50 seg
72° C 50 seg
5 GATATCCAGGGTTATGTGGCA-3' van Meurs etal, o2, ¢t min
z " (o] 1
9340799 Intron 1 c4 SNP Xbal A>G 5-AGGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA-3' 2003 ?gog 1 ek
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Anélisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron compardaslgpoblaciones segun el sexo natal
(hombre o mujer), en dos poblaciones independientézando el programa SPSS 23.0

(IBMCorp, Armonk, NY, EUA), considerando un vala @ significativo menor que 0,05.

Para los polimorfismos tipo SNP (C1, C3 y C4),ftasuencias alélicas y genotipicas fueron
analizadas con el tegf. La fuerza de asociacion de cada genotipo corGlad midié
mediante regresion logistica binaria, estimand@azan de probabilidades (Gdids ratig.
Para el polimorfismo de repeticion (C2), el numeedio de repeticiones se analizé mediante
la prueba U Mann-Whitney. Posteriormente, fue resee$ransformar el polimorfismo C2 en
una variable dicotdmica, alelo corto (&alelo largo (L), tomando como corte la mediana
obtenida en el grupo cisgénero correspondientaltaeslo los genotipos S/S (corto-corto),

L/L (largo-largo), y S/L (corto-largo).

Los cuatro polimorfismos se localizan en el mismommmsoma, muy proximos entre si (Tabla
3; Figura 4), por lo que tienden a heredarse juntos un grado alto de correlacién o

desequilibrio de ligamiento. Ademas, dado que lapldiipos en si mismos pueden ser
variantes causales (Stram, 2017) también estuvim@sesados en el analisis simultaneo de
multiples loci o haplotipos. La medicion del deskioiio de ligamiento, designado como D'y

r2, y el calculo posterior de las frecuencias hgplas se realizaron mediante el software
SNPStats (http:/ /bioinfo.iconcologia.net/SNPstéBjlé et al., 2006) utilizando modelos de
regresion logistica para determinar la fuerza deamciaciones. Los falsos positivos fueron
controlados mediante la correccion de BonferdaD(05/4=0,0125). En todos los analisis, la
ausencia de datos para cualquier polimorfismo &usa de exclusion de dicho individuo del

analisis.
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ESR1
rs9478245 rs2234693
j{lrs3138??4 lr59340?99
5 - E—————— —O—OHm pee 3
1 pi 3 4 5 6 7 8

Figura 4. Posicion aproximada de los cuatro polimorfismosel ESR1analizados.

Los recuadros indican exones y las lineas indiomnes. La numeracién de los exones se basa draferipciones
anotadas en la base de datos Ensembl (https://vasenebl.org/index.html). Las lineas de puntos yégenes no
numerados indican intrones y exones de transcripsi@lternativas. Las flechas indican las posisi@proximadas de
los polimorfismos analizados en el presente est@hola polimorfismo esta etiquetado con el nimerefigencia (rs)
asignado por NCBI (Centro Nacional para informacididuinolégica). Esquema modificado a partir de Md26y.7)

SEGUNDO ESTUDIO: An analysis of the implication of estrogens and steid

receptor coactivators in the genetic basis of Genddncongruence. Publicado en
Sexual medicine,9(3), 100368._https://doi.org/10.1016/j.esxm.20200368 y como
capitulo de libro enOxytocin and Health[ISBN: 978-1-83969-138-6]. Dr. Wei Wu and
Dr. Ifigenia Kostoglou-Athanassiou. Editors. London

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.96668

Sujetos

La muestra se compuso de una poblacion espafosditama por 94 individuos con IG
segun el ICD-11 (47 hombres y 47 mujeres transggnerd4 individuos cisgénero (44
hombres y 50 mujeres cisgénero). El diagndstidecs@n de la muestra y tratamiento de los
individuos transgénero fue realizado por los esgfistas de la UIG del Hospital Clinic de

Barcelona. La muestra fue seleccionada entre los 26110-2020.

Con el fin de obtener una muestra lo mas homoggosiale y evitar asi su estratificacion

(Michels et al., 2013) los criterios de selecciderdn los siguientes:

Criterios de inclusion: Para el grupo transgénasorfecesario (1) presentar IG de acuerdo

con el ICD-11; (2) identificacion con el otro gémdhombre o mujer); (3) presentar los
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primeros sintomas de IG antes o durante la pubdradentirse atraidos por personas del

otro género; (5) ser mayor de edad al inicio deidés.

Para los sujetos cisgénero los criterios de inmugileron los siguientes: (1) ser mayor de

edad al inicio del estudio; (2) identificacion cohmmbre o mujer.

Las muestras de ADN del grupo cisgénero fueronnatde a partir del biobanco generado

para el estudio Pizarra, previamente descrito Serrigt al., (2013).

Los criterios de exclusion para ambas poblacionesoh los siguientes: (1) presencia de

desordenes neuroldgicos o psiquiatricos; (2) posele desordenes hormonales; (3) historial
de abuso de alcohol y/o drogas; (4) hospitalizapidncualquier razén las cuatro semanas
previas a la evaluacion; (5) presentar alteracrdmosomica (aneuploidia, inversiones, y/o

translocaciones).

Para poder descartar la presencia de desérdenpsap#ios y la existencia de abuso de
sustancias en la poblacion transgénero, los poofaisis de la UIG del Hospital Clinic de
Barcelona aplicaron la entrevista Mini-Internatiohseuropsychiatric Interview (M.I.N.I)
(Sheehan et al., 1998).

La edad media del grupo cisgénero al comienzo e éstigacion fue 27,7 afios (SD+7,58) y
34,1 afos (SD+14,0) para el grupo transgénero.b8e/m el consentimiento informado de

todos los participantes después de una explicagtallada de los procedimientos. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de la UNEDIyHspital Clinic de Barcelona.

Extraccion de sangre

Al igual que en el estudio anterior, la extraccuim sangre se realizdé en la UIG del
Hospital Clinic de Barcelona en donde los espetédiextrajeron de cada participante del
grupo transgénero, 5ml de sangre periférica encaagulante EDTA (acido
etilendiaminotetraacético 168116N20s) al comenzar el estudio. Estas muestras fueron

enviadas al laboratorio de Psicobiologia de la Ub@mperatura ambiente, mediante
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mensajeria urgente para la posterior extracciorADdl. Las muestras no excedieron

nunca las 48 horas desde la extraccion hastadamacbn del ADN.

Analisis molecular

El ADN gendémico se obtuvo mediante el Kit DNeasydsl & Tissue Kit, de Qiagen
(Madrid, Espafia) siguiendo las recomendaciones d@mda comercial. Los polimorfismos
analizados fueron 247 SNPs localizados, segurskdmdatos Ensembl (www.ensembl.org),
en los coactivadores de los receptores de estsrideA-1 (63 SNPs), NCoA-2 (64 SNPs),
NCoA-3 (30 SNPs), NCoA-4 (4 SNPs), NCoA-5 (8 SNRSD0 (9 SNPs) y CREBBP (69
SNPs) (Tabla 4). El genotipado se realiz6 mediahtérray Axiom Spanish BioBank
(Affymetrix).

Tabla 4.

Descripcion de los genes y numero de polimorfisamadizados.

Gen Cromosoma Funcion Namero de SNPs

analizados
La proteina codificada por este gen actia como
NCoA-1 2 coactivador transcripcional de los esteroides y los 63
receptores hormonales nucleares.
La proteina codificada actta como un factor
intermediario para la actividad dependiente denli
NCOA-2 8 P P tiga 64
de los receptores nucleares, que regulan sus genes
diana al unirse a los elementos de respuesta.
La proteina codificada por este gen es un coadaiivad
ue interacciona con los receptores hormonales
NCoA-3 20 a : b : 30
nucleares para mejorar sus funciones de activador
transcripcional.
Este gen codifica un coactivador del receptor de
NCoA-4 10 9 P 4
andrégenos.
Este gen codifica un corregulador de los receptdees
NCOA-5 20 g g P 8
estrogenos y .
Este en codifica una roteina coactivadora
p300 22 ge! P 9
transcripcional.
Este gen se expresa de forma ubicua y esta implicad
CREBBP 16 g P > forn y esta Imp 69
en los factores de coactivacion de la transcripcion
Total SNPs analizados 247
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Anélisis estadistico

Los analisis se realizaron comparando las poblasiosegun el sexo natal, en dos
poblaciones independientes: individuos asignadogmal nacer e individuos asignados

varén, considerando significativo un valorRe0,05.

Las frecuencias alélicas y genotipicas se analizarediante la pruebgf. La fuerza de
asociacion de cada polimorfismo con la IG fue madigediante la regresion logistica
binaria, estimando la razon de posibilidades (O&tawada genotipo. Los polimorfismos
ubicados préximos entre si, en el mismo cromosdim@agden a heredarse juntos con un
alto grado de correlacion. Esta correlacion, llamadsequilibrio de ligamiento, fue
también analizada. Ademas, también nos interesd@lsis simultaneo de multiples loci
(haplotipos), dado que, como se ha comentado emtelior estudio, pueden ser en si

mismos variantes causales.

La medicién del desequilibrio de ligamiento, desidm como D' y r2, y la medicién
posterior de las frecuencias de los haplotipogakzaron con el software en linea gratuito
SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstatsqando modelos de regresion logistica
para determinar la fuerza de las asociacioneso@wstlos analisis, un valor perdido para
cualquier respuesta, polimorfismo o covariable umivo de exclusion de ese individuo
del andlisis. Los falsos positivos se controlar@diante la aplicacion de la correccion de
Bonferroni (0,05/247P <0,0002).

TERCER ESTUDIO: Analysis of the implication of 242 mitochondrial SNPs in the

biological basis of gender incongruence. Pendientie publicacion.
Sujetos

Al igual que el estudio anterior, la muestra semaso de una poblacion espafiola constituida
por 94 individuos con IG segun el ICD-11 (47 horsbye47 mujeres transgénero) y 94
individuos cisgénero (44 hombres y 50 mujeres aisgs. El diagnostico, seleccion de la
muestra y tratamiento de los individuos transgéfggaealizado por los especialistas de la

UIG del Hospital Clinic de Barcelona. La muestma $eleccionada entre los afios 2010-2020.
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Con el fin de obtener una muestra lo mas homoggasiale y evitar asi su estratificacion

(Michels et al., 2013) los criterios de selecciérialmuestra fueron los siguientes:

Criterios de inclusion: Para el grupo transgénasorfecesario (1) presentar IG de acuerdo

con el ICD-11; (2) identificacion con el otro gémghombre o mujer); (3) presentar los
primeros sintomas de IG antes o durante la pubdradentirse atraidos por personas del
otro género; (5) ser mayor de edad en el momenia @alizacion del estudio. Para el grupo
cisgénero fue necesario (1) ser mayor de edad enomlento de la inscripcion y (2)

identificacion como hombre o mujer.

Las muestras de ADN del grupo cisgénero fueromutadhs a partir del biobanco generado
para el estudio Pizarra, previamente descrito Berrigt al., (2013).

Los criterios de exclusion para ambas poblacionesoh los siguientes: (1) presencia de

desordenes neuroldgicos o psiquiatricos; (2) pesele desordenes hormonales; (3) historial
de abuso de alcohol y/o drogas; (4) hospitalizapidncualquier razén las cuatro semanas
previas a la evaluacion; (5) presentar alteracitdmosomica (aneuploidia, inversiones, y/o

translocaciones).

Para poder descartar la presencia de desordenpsap#ios y la existencia de abuso de
sustancias en la poblacion transgénero, al igua& en los estudios anteriores, los
profesionales de la UIG del Hospital Clinic de RBéwoa aplicaron la entrevista Mini-

International Neuropsychiatric Interview (M.I.N(Bheehan et al., 1998).

La edad media del grupo cisgénero al comienzo méstigacion fue 27,7 afios (SD+7,58) y
34,1 afos (SD+14,0) para el grupo transgénero.b8e/@ el consentimiento informado de

todos los participantes después de una explicaetallada de los procedimientos. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de la UNEDIyHspital Clinic de Barcelona.

Extraccion de sangre

Al igual que en el estudio anterior, la extraccuim sangre se realizdé en la UIG del
Hospital Clinic de Barcelona en donde los espetédiextrajeron de cada participante del

grupo transgénero, 5ml de sangre periférica encaagulante EDTA (acido
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etilendiaminotetraacético 16H16N20g) al comienzo del estudio. Estas muestras fueron
enviadas al laboratorio de Psicobiologia de la Ud@mperatura ambiente, mediante
mensajeria urgente, para la posterior extracciorAdbl. Las muestras no excedieron

nunca las 48 horas desde la extraccion hastadmcbh del ADN.

Anéalisis molecular

Los polimorfismos analizados fueron polimorfism@sot SNP, localizados en el ADN
mitocondrial segun la base de datos Ensembl (wveerehl.org). El genotipado fue
realizado mediante el Array Axiom Spanish BioBaAKymetrix). Los analisis estadisticos
fueron realizados mediante el software SNPStatp:/(bioinfo.iconcologia.net/SNPstats)
(Solé et al., 2006).

Analisis estadistico

Los andlisis se realizaron comparando poblaciooestmismo sexo natal (cistrans), en
dos poblaciones independientes, hombres y mupsasiderando significativo un valor Be

< 0,05. La tasa de falsos positivos se control6 amelila correccion de Bonferroni (0,05/242;
P <0,0002). Las frecuencias alélicas y genotipicasaéizaron mediante la pruebayde La
fuerza de las asociaciones con la IG se midié megi@gresion logistica binaria, estimando
la razén de probabilidades (OR) para cada genofipmbién se realizdé el analisis del
desequilibrio de ligamiento y el andlisis simuli@ade mdultiples loci o haplotipos.

La medicion del desequilibrio de ligamiento, deagmcomo D 'y r2, y la medicion posterior
de las frecuencias haplotipicas, al igual que sredbudios anteriores, se realizaron mediante
el software SNPStats (http://bioinfo.iconcologig8llPstats) (Solé et al., 2006).
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RESULTADOS

PRIMER ESTUDIO

El estudio se realiz6 en un muestra constituida2@8r mujeres transgénero, 226 hombres
transgénero, 252 mujeres cisgénero y 285 hombsggrero, después de aplicar los
criterios de inclusién y exclusion anteriormentengienados. Treinta y nueve mujeres
transgénero y 1 vardn transgénero fueron excluigbgstudio por presentar los primeros
sintomas de IG después de la pubertad, o por sexuales. Dicienueve individuos

transgénero (11 mujeres y 8 hombres) fueron exatujgbr presentar alteraciones en el

cariotipo. Todos los polimorfismos estaban en dayinl Hardy-Weinberg.
Estudio del polimorfismo de repeticién C2 (rs3138&J7

La distribucion alélica para el polimorfismo C23t88774) fue bimodal en todos los
grupos (Figuras 5 y 6), con dos picos situadogiatter de los alelos 15 y 24. El numero
de repeticiones se extendio entre 10 y 28. Cuahddmeero de repeticiones fue analizado
mediante la U Mann-Whitney, se encontré una difgeeren la poblacion de hombres
transgénero quienes presentaron una mediana e&hi@imente mas corta (16
repeticiones) respecto a la poblacién cisgénero elomismo genotipo (poblacion de

mujers cisgénero, 18 repeticiones) (Z=-2,d35,0,042).
Andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas

Se encontraron diferencias estadisticamente ggtiifas en la distribucion de las
frecuencias alélicas cuando se compararon las @obks de hombres transgénero y
mujeres cisgénero. Se encontr0 una sobrerrepregantdel alello corto (S) para el

polimorfismo C2 y el alelo A para el polimorfisme @n la poblacién de hombres trags (

=5,175;P=0,023 yy? = 4,952;P = 0,026, respectivamente).
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Figura 5. Representacion del nimero de repeticiones TA del fmorfismo C2 en las poblaciones de mujeres
cisgénero y hombres transgénero.
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Figura 6. Representacion del nimero de repeticiones TA del fimorfismo C2 en las poblaciones de hombres
cisgénero y mujeres transgénero.
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Andlisis de asociacion de cada polimorfismo conid@ongruencia de género

Se encontraron diferencias significativas en elisis&dle asociacion de los polimorfismos
C2 y C4 con la IG. En concreto el odds ratio (ORjaplos polimorfismos C2 y C4
mostraron diferencias estadisticamente signifiaatipara multiples patrones de herencia
(Tablas 5y 6). Los genotipos S/S y S/L para elnpaifismo C2 (Tabla 7) fueron factores
de riesgo (OR>1) en presencia de un cariotipo femg®R=2,62 (1,23-5,58P=0,012 y
OR=2,32 (1,32-4,06);P=0,003, respectivamente]. Respecto al polimorfis@, el
genotipo A/G mostré un efecto protector (OR<I) easpncia de un cariotipo femenino
[OR=0,35 (0,16-0,77)P=0,009] y respecto al genotipo A/A (Tabla 8).

Andlisis de los haplotipos

El alelo T en el polimorfismo Cl se encontrd ligaalelo corto (S) para el polimorfismo
C2, al alelo T para el C3, y al alelo A para el @édplotipo 1: T-S-T-A) (Tabla 9). Sin
embargo, el alelo C del polimorfismo Cl estabadmal alelo largo (L) del polimorfismo
C2, al alelo C para el C3 y al alelo G para el Gdplotipo 6: C-L-C-G) (Tabla 9). Los
haplotipos mas frecuentes fueron T-S-T-A (46,5%}ly-C-G (31,12%), mientras que los
haplotipos C-S-T-A y C-L-C-A (Tabla 9) no estabaagentes en la poblacion analizada.

El analisis de interaccion de los haplotipos se@leovariable “sexo” (Tabla 10) mostré
gue el haplotipo 2: T-L-C-G representa un factarégieo protector [OR=0,54 (0,35-0,83);
P=0,005] para los indivduos con cariotipo femeninge encontraba sobrerrepresentado
en la poblacion cisgénero de mujeres; mientrasefjiraplotipo 3: T-L-C-A se encuentra
sobrerrepresentado en los individuos con caridi@meenino frente a los individuos con
cariotipo masculino [OR=6,35 (1,35-29,98%0,019].
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Tabla 5.

Estudio de asociacion del polimorfismo C2 con oimgruencia de género segun diferentes modelosmmtia.

Asociacion del polimorfismo C2 con la incongruencide género

Modelo Genotipo Poblacion cis (%) Poblacion trans (%)  OR (95% CI) P AIC BIC
S/S 22,4 31,8 1,00 (referencia) --

Codominante S/L 52 49,4 0,67 (0,42-1,06) 0,07 572,3 588,8
L/L 25,7 18,8 0,52 (0,30-0,93) 0,023*
S/S 22,4 31,8 1,00 (referencia) --

Dominante 5711 583,5
S/L-L/L 77,6 68,2 0,62 (0,40-0,96) 0,035*

' S/S-S/L 74,3 81,2 1,00 (referencia) --

Recesivo 573,2 585,5
L/L 25,7 18,8 0,68 (0,42-1,11) 0,12
S/S-L/L 48 50,6 1,00 (referencia) --

Sobredominante 575,3 587,7
S/L 52 49,4 0,89 (0,60-1,33) 0,57

Log-aditivo 0,72 (0,54-0,96)  0,023* 570,4 582,8

OR=0dds’ ratio; AIC= Akaike’s Information CriteripBIC= Bayesian Information Criterion
*Valor de P significativalP<0,05).
El riesgo para cada genotipo es calculado respeetcategoria de referen¢la00 referencia).
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Tabla 6.

Andlisis de asociacion del polimorfismo C4 connaadngruencia de género en la poblacion con sexalrfamenino (cis vs trans) segun
diferentes modelos de herencia.

Asociacion del polimorfismo C4 con la incongruencide género

Modelo

Genotipo Mujeres cis (%) Hombres trans (%) @R (95% ClI) P AlIC BIC
A/A 31,7 55,2 1,00 (referencia) --

Codominante AIG 53,3 32,8 0,35 (0,16-0,77) 0,024* 174,2 182,8
G/G 15 11,9 0,46 (0,15-1,37) 0,169
A/A 31,7 55,2 1,00 (referencia) --

Dominante 172,5 178,1
AIG-G/G 68,3 448 0,38 (0,18-0,78) 0,007*t
A/A-AIG 85 88,1 1,00 (referencia) --

Recesivo 179,4 185,1
G/IG 15 11,9 0,77 (0,28-2,14) 0,61

. A/A-G/G 46,7 67,2 1,00 (referencia) --

Sobredominante 174,2 179,9
AlG 53,3 32,8 0,43 (0,21-0,88) 0,019*

Log-aditivo 0,57 (0,34-0,96) 0,03~ 175 180,6

OR=0dds’ ratio; AIC= Akaike’s Information CriteripBIC= Bayesian Information Criterion

*Valor de P significativalP<0,05).

tValor significativo después de la correccion dafBooni (P< 0,05/4=0,0125).
El riesgo para cada genotipo es calculado respeetcategoria de referen¢la00 referencia).
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Tabla 7.

Andlisis de interaccion del polimorfismo C2 segaiicdvariable “sexo”

Sexo within polimorfismo C2

Poblacion cis (%) Poblacion trans (%) OR (95% ClI) P
/S XY 8,95 3,93 1,00 (referencia) -
XX 5,90 6,77 2,62 (1,23-5,58) 0,012*f
S/L XY 20,31 6,33 1,00 (referencia) -
XX 14,19 10,26 2,32 (1,32-4,06) 0,003*t
L XY 9,83 3,06 1,00 (referencia) --
XX 7,21 3,28 1,46 (0,62-3,44) 0,393
Polimorfismo C2 within sexo
Poblacion cis (%) Poblacién trans (%) OR (95% CI) P
SIS 8,95 3,93 1,00 (referencia) --
XY S/L 20,31 6,33 0,71 (0,36-1,42) 0,333
L/L 9,83 3,06 0,71 (0,31-1,60) 0,421
S/S 5,90 6,77 1,00 (referencia) --
XX S/L 14,19 10,26 0,63 (0,33-1,19) 0,158
L/L 7,21 3,28 0,40 (0,18-0,88) 0,023*

*Valor de P significativalP<0,05).

tValor significativo después de la correccion dafooni (P< 0,05/4=0,0125).

El riesgo para cada genotipo es calculado respdetcategoria de referen¢ig00 referencia).
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Tabla 8.

Andlisis de interaccion del polimorfismo C4 segaiicdvariable “sexo”

Sexo within polimorfismo C4

Poblacion cis (%)  Poblacion trans (%) OR (95% CI) P
AJA XY 52,27 37,25 1,00 (referencia) -
XX 31,67 55,22 2,36 (1,04-5,36) 0,039*
AG XY 36,36 45,10 1,00 (referencia) -
XX 53,33 32,84 0,48 (0,21-1,11) 0,084
G/G XY 11,36 17,65 1,00 (referencia) --
XX 15 11,94 0,49 (0,12-2,11) 0,335
Polimorfismo C4 within sexo
Poblacion cis (%)  Poblacion trans (%) OR (95% CI) P
A/A 52,27 37,25 1,00 (referencia) --
XY AIG 36,36 45,10 1,74 (0,72-4,20) 0,220
GIG 11,36 17,65 2,18 (0,62-7,61) 0,225
A/A 31,67 55,22 1,00 (referencia) --
XX AIG 53,33 32,84 0,35(0,16-0,77)  0,009*t
GIG 15 11,94 0,46 (0,15-1,37) 0,17

*Valor de P significativo P<0,05).
tValor significativo después de la correccion daf@ooni (P< 0,05/4=0,0125).
El riesgo para cada genotipo es calculado respeetcategoria de referen¢ig00 referencia).
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Tabla 9.

Estimacion de las frecuencias haplotipicas en laslgiones cisgénero y transgénero.

c1 Haplg;pos c3 ca Total Poblacion cis  Poblacion trans alj:ruer(r;\lﬁgt(i:\i/zz

1 T S T A 0,465 0,444 0,492 0,465
2 T L C G 0,311 0,327 0,286 0,776
3 T L C A 0,086 0,070 0,099 0,862
4 T L T A 0,065 0,084 0,045 0,926
5 T S T G 0,020 0,015 0,024 0,947
6 C L C G 0,017 0,019 0,020 0,964
7 T S C A 0,016 0,024 0,008 0,980
8 T S C G 0,012 0,016 0,015 0,992
9 C S C G 0,008 0 0,011 1
10 C S T A 0 0 0 1

11 C L C A 0 0 0 1




RESULTADOS

Tabla 10.

Estimacion de las frecuencias haplotipicas en laslgiones cisgénero y transgénero segun la cobiaexo

Haplotipos Poblacion XY Poblacion XX

C1 Cc2 C3 C4 Frecuencias OR (95% CI) P OR (95% CI) P
1 T S T A 0,468 1,00 (referencia) -- 1,00 (referencia) --
2 T L C G 0,306 1,01 (0,67 - 1,54) 0,966 0,54 (0,8583) 0,005*t
3 T L C A 0,083 0,61 (0,22 - 1,69) 0,347 2,53 (0,B163) 0,139
4 T L T A 0,066 0,35 (0,07 - 1,83) 0,209 0,43 (0,1521) 0,113
5 T S T G 0,021 2,20 (0,39 - 12,50) 0,379 -- --
6 C L C G 0,019 - - 0,37 (0,07 - 1,82) 0,234
7 T S C A 0,016 1,11 (0,13 - 9,64) 0,931 - --
8 T S C G 0,014 - - 0,66 (0,07 - 6,49) 0,732

Haplotipos Poblacion XY Poblacion XX

C1 c2 C3 C4 Frecuencias OR referencia OR (95% CI) P
1 T S T A 0,468 1,00 (referencia) 1,52 (0,83 - 2,80) 0,178
2 T L C G 0,306 1,00 (referencia) 0,81 (0,48 - 1,37) 0,439
3 T L C A 0,083 1,00 (referencia) 6,35 (1,35 - 29,96) 0,019*
4 T L T A 0,066 1,00 (referencia) 1,90 (0,33 - 11,02) 0,482
5 T S T G 0,021 1,00 (referencia) -- --
6 C L C G 0,019 1,00 (referencia) -- --
7 T S C A 0,016 1,00 (referencia) -- --
8 T S C G 0,014 1,00 (referencia) -- --

*Valor de P significativa®<0,05). tValor significativo después de la corresaé BonferroniR< 0,05/4=0,0125).
El riesgo para cada genotipo es calculado respdetocategoria de referencia (1,00 referencia).

95



Enrique Delgado Zayas

SEGUNDO ESTUDIO

Tasas de prevalencia de los polimorfismos analizagocomparacién con la base de

datos 1000 genomes

Cuando se compararon las frecuencias alélicas gtigézas en los 247 polimorfismos, se
encontraron diferencias estadisticamente signiNi@aten once polimorfismos (P1-P11)
(Tabla 11), lo que corresponde a 4,45% del totgdadenorfismos analizados: tres situados
en el NCoA-1, cinco situados en NCoA-2, dos en p§00no en CREBBP. Estos
polimorfismos mostraron tasas de prevalencia sigsla las encontradas en las bases de

datos 1000 genomes a nivel mundial y europeo (httpw.1000genomes.org) (Tabla 12).

La descripcion de los analisis de asociacion sigatif’os para cada modelo de herencia se

encuentran en la Tabla 11 y se describen a cowiinua

Polimorfismo P1: El genotipo T/T estaba sobrerrepresentado endapidn cisgéneraq
< 0,035 para el modelo de herencia dominante) maigmjue los genotipos T/C-C/C fueron
mas frecuentes en la poblacion transgénero (OR=2PkD,038). La distribucion

genotipica fue también significativa para el modetpaditivo (OR=2,15P < 0,027).

Polimorfismo P2: El genotipo T/T estaba sobrerrepresentado en lidapion cisgénero
(P<0,044), mientras que los genotipos T/G (OR=1B%; 0,035) y G/G (OR=2,65;
P<0,045) estaban sobrerrepresentados en la poblaaidsygénero (modelo codominante).

Polimorfismo P3: El genotipo A/A estaba sobrerrepresentado en ldapmn cisgénero
(P<0,0079 para el modelo dominante), mientras queglsotipos A/G-G/G estaban
sobrerrepresentados en la poblacién transgénereZ @R, P<0,009). La distribucion de
las frecuencias genotipicas del polimorfismo P3 $ignificativo para los modelos

codominante, dominante, sobre dominante y logaditi
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Polimorfismo P4: El polimorfismo P4 mostré solo significacion essdida para el modelo
log-aditivo. El genotipo G/G estaba sobrerrepres#men la poblacidon cisgénero, mientras
que los genotipos G/A y A/A estaban sobrerrepresiEst en la poblacion transgénero
(OR=2,57;P<0,034).

Polimorfismo P5: Este polimorfismo mostrd diferencias estadistigamesignificativas
para los modelos codominante, recesivo y sobredorten Los genotipos G/G y A/A se
encontraban sobrerrepresentados en la poblacionsgéaero F<0,0029; modelo
codominante) mientras que el genotipo G/A estalimesepresentado en la poblacion
cisgénero (OR=0,48 < 0,036).

Polimorfismo P6: El genotipo T/T estaba sobrerrepresentado enbapdn transgénero
mientras que los genotipos T/G y G/G se mostrabanesrepresentados en la poblacion
cisgénero (OR=0,427<0,008 para el modelo dominante). La distribuciéndajipica fue

significativa para los modelos codominante, domi@griog-aditiva.

Polimorfismo P7: Este polimorfismo mostré solamente significaciGarap el modelo
recesivo. El genotipo A/A se encontraba sobrersgm&ado en la poblacién transgénero
(OR=2,44,P < 0,026).

Polimorfismo P8 EI genotipo A/A se mostré sobrerrepresentado @&npdblacion
cisgénero P<0,0068 modelo dominante) mientras que el genofifd se encontraba
sobrerrepresentado en la poblacion transgénero 4@B= P<0,024, modelo
codominante). Este polimorfismo mostré diferen@atadisticamente significativas para
los modelos codominante, dominante, sobredomingnteg-aditivo. Solo el modelo

recesivo no mostro diferencias estadisticamentefigigtivas.

Polimorfismo P9 El genotipo C/C se encontraba sobrerrepresenggidéa poblacion
transgénero, mientras que los genotipos T/C y €/€reontraban sobrerrepresentados en

la poblacion cisgénero (OR=0,38%.0,025, modelo dominante).
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Polimorfismo P1Q Este polimorfismo mostrd Unicamente significacé&tadistica para el

modelo log-aditivo. EI genotipo G/G se encontrabbrerrepresentado en la poblacion
transgénero (OR=2,6®< 0,030).

Polimorfismo P11 Solo el modelo recesivo mostré significacion eéfstica. El genotipo

A/A se encontraba sobrerrepresentado en la pobldcansgénero (OR=4,82<0,048),

mientras que los genotipos G/G-A/G presentabannuangor frecuencia en la poblacion

cisgénero<0,025).

Tabla 11.

Andlisis de asociacion de los polimorfismos coeréificias estadisticamente significativas

segun diferentes modelos de herencia (n=188)

Polimorfismo P1 (rs10495747)

Modelo Genotipo  Poblacién cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante TIT 79 (84%) 67 (71,3%) 1,00 0,068
TIC 15 (16%) 26 (27,7%) 2,04 (1,00-4,17)  0,05*
c/C 0 (0%) 1 (1,1%) NA (0,00-NA) -
Dominante TIT 79 (84%) 67 (71,3%) 1,00 0,035*
T/C-CIC 15 (16%) 27 (28,7%) 2,12 (1,04-4,32)  0,038*
Recesivo T/T-T/IC 94 (100%) 93 (98,9%) 1,00 0,24
CcIC 0 (0%) 1(1,1%) NA (0,00-NA) -
Sobredominante  T/7-C/C 79 (84%) 68 (72,3%) 1,00 0,051
TIC 15 (16%) 26 (27,7%) 2,01 (0,99-4,11) 0,054
Log-aditivo 2,15 (1,07-4,29) 0,027*
Polimorfismo P2 (rs2584940)
Modelo Genotipo  Poblacién cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante TIT 43 (45,7%) 27 (28,7%) 1,00 0,044*
TIG 42 (44,7%) 52 (55,3%) 1,97 (1,05-3,70)  0,035*
GIG 9 (9,6%) 15 (16%) 2,65 (1,02-6,91)  0,045*
Dominante TIT 43 (45,7%) 27 (28,7%) 1,00 0,015*
TIG-GIG 51 (54,3%) 67 (71,3%) 2,09 (1,14-3,83) 0,017*
Recesivo TIT-TIG 85 (90,4%) 79 (84%) 1,00 0,19
GIG 9 (9,6%) 15 (16%) 1,79 (0,74-4,33) 0,198
Sobredominante  T/T-G/G 52 (55,3%) 42 (44,7%) 1,00 0,14
TIG 42 (44,7%) 52 (55,3%) 1,53 (0,86-2,72) 0,148
Log-aditivo 1,72 (1,10-2,69) 0,015*
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Polimorfismo P3 (rs6756785)

Modelo Genotipo  Poblacion cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante AJA 50 (53,2%) 32 (34%) 1,00 0,029*
AIG 38 (40,4%) 54 (57,5%) 2,22 (1,21-4,08) 0,010*
GIG 6 (6,4%) 8 (8,5%) 2,08 (0,66-6,56) 0,213
Dominante A/A 50 (53,2%) 32 (34%) 1,00 0,0079*
AIG-G/G 44 (46,8%) 62 (66%) 2,20 (1,22-3,97) 0,009*
Recesivo AIA-A/G 88 (93,6%) 86 (91,5%) 1,00 0,58
G/G 6 (6,4%) 8 (8,5%) 1,36 (0,45-4,10) 0,598
Sobredominante  A/A-G/G 56 (59,6%) 40 (42,5%) 1,00 0,019*
AIG 38 (40,4%) 54 (57,5%) 1,99 (1,11-3,55) 0,020*
Log-aditivo --- 1,77 (1,10-2,87) 0,017+
Polimorfismo P4 (rs76968380)
Modelo Genotipo  Poblacion cis (%)  Poblacién trans%) OR P
Codominante G/G 88 (93,6%) 80 (85,1%) 1,00 0,075
G/A 6 (6,4%) 12 (12,8%) 2,20 (0,79-6,14) 0,132
A/A 0 (0%) 2 (2,1%) NA (0,00-NA) -
Dominante G/IG 88 (93,6%) 80 (85,1%) 1,00 0,055
G/A-AIA 6 (6,4%) 14 (14,9%) 2,57 (0,94-7,00) 0,065
Recesivo G/G-G/A 94 (100%) 92 (97,9%) 1,00 0,095
A/A 0 (0%) 2 (2,1%) NA (0,00-NA) -
Sobredominante  G/G-A/A 88 (93,6%) 82 (87,2%) 1,00 0,13
G/A 6 (6,4%) 12 (12,8%) 2,15 (0,77-5,98) 0,144
Log-aditivo 2,57 (1,01-6,55) 0,034*
Polimorfismo P5 (rs34406737)
Modelo Genotipo  Poblacion cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante GIG 63 (67%) 72 (76,6%) 1,00 0,0029*
G/A 31 (33%) 17 (18,1%) 0,48 (0,24-0,95) 0,036*
A/A 0 (0%) 5 (5,3%) NA (0,00-NA) -
Dominante GIG 63 (67%) 72 (76,6%) 1,00 0,14
G/A-AIA 31 (33%) 22 (23,4%) 0,62 (0,33-1,18) 0,142
Recesivo GI/G-G/A 94 (100%) 89 (94,7%) 1,00 0,0078*
A/A 0 (0%) 5 (5,3%) NA (0,00-NA) -
Sobredominante  G/G-A/A 63 (67%) 77 (81,9%) 1,00 0,018*
G/A 31 (33%) 17 (18,1%) 0,45 (0,23-0,88)  0,020*
Log-aditivo 0,85 (0,49-1,49) 0,57
Polimorfismo P6 (rs1963250)
Modelo Genotipo  Poblacion cis (%)  Poblacién trans%) OR P
Codominante TIT 20 (21,3%) 37 (39,4%) 1,00 0,015*
TIG 54 (57,5%) 46 (48,9%) 0,46 (0,24-0,90) 0,021*
GIG 20 (21,3%) 11 (11,7%) 0,30 (0,12-0,74)  0,009*
Dominante TIT 20 (21,3%) 37 (39,4%) 1,00 0,0067*
T/G-GIG 74 (78,7%) 57 (60,6%) 0,42 (0,22-0,79) 0,008*
Recesivo TIT-TIG 74 (78,7%) 83 (88,3%) 1,00 0,075
GIG 20 (21,3%) 11 (11,7%) 0,49 (0,22-1,09) 0,080
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Sobredominante  T/T-G/G 40 (42,5%) 48 (51,1%) 1,00 0,24
T/G 54 (57,5%) 46 (48,9%) 0,71 (0,40-1,26) 0,245
Log-aditivo 0,53 (0,34-0,83) 0,0043*
Polimorfismo P7 (rs10755950)
Modelo Genotipo  Poblacién cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante G/IG 33 (35,1%) 31 (33%) 1,00 0,064
AIG 50 (53,2%) 40 (42,5%) 0,85 (0,45-1,62) 0,632
AJA 11 (11,7%) 23 (24,5%) 2,23 (0,93-5,31) 0,071
Dominante G/IG 33 (35,1%) 31 (33%) 1,00 0,76
AIG-AIA 61 (64,9%) 63 (67%) 1,10 (0,60-2,01) 0,770
Recesivo G/G-A/G 83 (88,3%) 71 (75,5%) 1,00 0,022*
AJA 11 (11,7%) 23 (24,5%) 2,44 (1,11-5,36) 0,026*
Sobredominante  G/G-A/A 44 (46,8%) 54 (57,5%) 1,00 0,14
AIG 50 (53,2%) 40 (42,5%) 0,65 (0,37-1,16) 0,14
Log-aditivo 1,35 (0,90-2,04) 0,15
Polimorfismo P8 (rs56055423)
Modelo Genotipo  Poblacién cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante A/A 91 (96,8%) 81 (86,2%) 1,00 0,021*
AIG 3(3,2%) 12 (12,8%) 4,49 (1,22-16,49) 0,024*
G/G 0 (0%) 1(1,1%) NA (0,00-NA) -
Dominante AJA 91 (96,8%) 81 (86,2%) 1,00 0,0068*
AIG-G/G 3 (3,2%) 13 (13,8%) 4,87 (1,34-17,69) 0,016*
Recesivo AJA-AIG 94 (100%) 93 (98,9%) 1,00 0,24
G/G 0 (0%) 1(1,1%) NA (0,00-NA) -
Sobredominante  A/A-G/G 91 (96,8%) 82 (87,2%) 1,00 0,012*
AIG 3(3,2%) 12 (12,8%) 4,44 (1,21-16,29) 0,024*
Log-aditivo 4,69 (1,32-16,63)  0,0057*
Polimorfismo P9 (rs133084)
Modelo Genotipo  Poblacién cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante CiC 27 (28,7%) 42 (44,7%) 1,00 0,056
T/C 46 (48,9%) 39 (41,5%) 0,55 (0,29-1,04) 0,066
T/T 21 (22,3%) 13 (13,8%) 0,40 (0,17-0,93) 0,034*
Dominante CiC 27 (28,7%) 42 (44,7%) 1,00 0,023*
T/IC-TIT 67 (71,3%) 52 (55,3%) 0,50 (0,27-0,91) 0,025*
Recesivo C/C-TIC 73 (77,7%) 81 (86,2%) 1,00 0,13
T/T 21 (22,3%) 13 (13,8%) 0,56 (0,26-1,19) 0,135
Sobredominante  C/C-T/T 48 (51,1%) 55 (58,5%) 1,00 0,3
T/C 46 (48,9%) 39 (41,5%) 0,74 (0,42-1,32) 0,307
Log-aditivo 0,61 (0,41-0,93) 0,019*
Polimorfismo P10 (rs11806)
Modelo Genotipo  Poblacién cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante A/A 37 (39,8%) 25 (26,6%) 1,00 0,076
AIG 45 (48,4%) 49 (52,1%) 1,61 (0,84-3,08) 0,151
G/G 11 (11,8%) 20 (21,3%) 2,69 (1,10-6,58) 0,030*
Dominante A/A 37 (39,8%) 25 (26,6%) 1,00 0,055
AIG-G/G 56 (60,2%) 69 (73,4%) 1,82 (0,98-3,38) 805
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Recesivo A/A-AIG 82 (88,2%) 74 (78,7%) 1,00 0,08
G/G 11 (11,8%) 20 (21,3%) 2,01 (0,91-4,48) 0,086
Sobredominante  A/A-G/G 48 (51,6%) 45 (47,9%) 1,00 0,61
AIG 45 (48,4%) 49 (52,1%) 1,16 (0,65-2,06) 0,627
Log-aditivo 1,63 (1,06-2,52) 0,023*
Polimorfismo P11 (rs2191416)
Modelo Genotipo  Poblacion cis (%)  Poblacion trans%) OR P
Codominante GIG 53 (57%) 47 (50%) 1,00 0,075
AIG 38 (40,9%) 38 (40,4%) 1,13 (0,62-2,05) 0,702
AJA 2 (2,1%) 9 (9,6%) 5,07 (1,04-24,67) 0,044*
Dominante GIG 53 (57%) 47 (50%) 1,00 0,34
AIG-A/A 40 (43%) 47 (50%) 1,32 (0,74-2,36) 0,354
Recesivo GIG-AIG 91 (97,8%) 85 (90,4%) 1,00 0,025*
A/A 2 (2,1%) 9 (9,6%) 4,82 (1,01-22,93) 0,048*
Sobredominante  G/G-A/A 55 (59,1%) 56 (59,6%) 1,00 0,95
AIG 38 (40,9%) 38 (40,4%) 0,98 (0,55-1,76) 0,951
Log-aditivo - 1,49 (0,92-2,41) 0,1

*Valor de P significativa (R0,05).
El riesgo para cada genotipo es calculado respedi categoria de referencia (1,00 referencia).

Tabla 12.

Descripcion de las frecuencias alélicas para loslimporfismos con diferencias

significativas, y su comparacion con las frecuea@élicas segun la base de datos 1000

genomes a nivel mundial y europeo (http://www.1@80ges.org).

Frecuencias

Frecuencias

Frecuencias

Gen Polimorfismo  Alias Carr]b_io alélicas en el alélicas en  alélicas en 1000
genético presente Global 1000 genomes
estudio genomes europeo
NCoA-1  rs10495747 P1 TIC C=0,11 C=0,1330 C=0,1153
rs2584940 P2 TIG G=10,38 G=0,4605 G=0,4125
rs6756785 P3 AlG G=0,32 G=0,2115 G=0,2883
NCoA-2 rs76968380 P4 G/A A=0,06 A=0,1138 A=0,0646
rs34406737 P5 G/A A=0,15 A=0,1300 A=0,1262
rs1963250 P6 GIT T=0,57 T=0,5691 T=0,5368
rs10755950 P7 G/A A=0,42 A=0,5655 A=0,4483
rs56055423 P8 A/G G=0,05 G=0,0132 G=0,0457
p300 rs133084 P9 T/IC C=0,5956 C=0,5447 C=0,59
rs11806 P10 A/G G=0,3894 G=0,3499 G=0,42
CREBBP 152191416 P11 G/A A=0,2660 A=0,2555 A=0,26

101



Enrique Delgado Zayas

Andlisis de interaccion de los polimorfismos condavariable “sexo”

Para el polimorfismo P2, el genotipo T/G se endortibrerrepresentado en la poblacion
transgénero de hombres respecto a la poblacioéresg de mujeres (OR=2,78x 0,029)
mientras que el genotipo G/G fue mas frecuenteaguoblacion de mujeres transgénero
gue en la poblacién cisgénero de hombres (ORE800,016).

Respecto al polimorfismo P9, el genotipo T/T fuesrfrécuente en la poblacion cisgénero
de mujeres que en la poblacion transgénero de lsT{@R=0,34P< 0,014). Mientras
que los genotipos A/G y G/G del P10 estaban sapmsentados en la poblacion
transgénero masculina respecto a la poblacionmésgdemenina (OR=2,6®, < 0,031).

Andlisis de los haplotipos

El analisis simultaneo de multiples loci (haplotpse llevo a cabo exclusivamente entre
los coactivadores con dos o mas polimorfismos cderahcias estadisticamente
significativas (NCoA-1, NCoA-2 y p300) mediante netmb de regresion logistica:

Polimorfismos en NCoA-1

Para los tres polimorfismos localizados en NCoAThb{a 13), el alelo T para el
polimorfismo P1 estaba ligado al alelo T para einparfismo P2, y el alelo A del
polimorfismo P3 (haplotipo 1: T-T-A) con una frece& del 45%. Este haplotipo fue méas
frecuente en la poblacion cisgénero que en la pabldransgénero.

El haplotipo 5: C-G-A estaba sobrerrepresentaddagnoblacion transgénero y mostré
también diferencias estadisticamente significat{@R=2,62;P<0,05). LaP global para el

analisis haplotipico fue estadisticamente sigrtifioa(P<0,009).

Polimorfismos en NCoA-2

Para los cinco polimorfismos localizados en NCoA-Pabla 14), los haplotipos
significativos fueron el haplotipo 2: (G-G-T-A-APR=2,49;P<0,02) y el haplotipo 8: (G-
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G-T-A-G) (OR=12,86P<0,028), con un® global de asociacién haplotipiPa0,005. Los

dos haplotipos estaban sobrerrepresentados ebli&cgim transgénero.

Polimorfismos en p300

Para los polimorfismos localizados en p300 (Tabf, lel haplotipo que mostrd
significacién estadistica fue el haplotipo 2 (T4&)R=0,57;P<0,018) con un valor de P
global P<0,033. Este haplotipo se encontré6 mas frecuentienmamnla poblacion cisgénero
que en la poblacion transgénero, y solo mostrGaiifdas estadisticamente significativas

en la poblacion con sexo natal femenino (OR=0-%®,013) (Tabla 16).

Resumiendo, cuando analizamos las frecuenciascadély genotipicas, encontramos
diferencias significativas en once polimorfismosalkizados en NCoA-1, NCoA-2, p300 y
CREBBP, siendo NCoA-2 y p300 los coactivadoras ain mayor numero de

polimorfismos con significacion estadistica (5/62/9 respectivamente).

Ademas, solo P2 (localizado en NCoA-1), P9 (loealz en p300) y P10 (localizado en
p300) mostraron una distribucion genotipica difexe®n hombres y mujeres, es decir
mostraron diferencias estadisticamente signifieatign el analisis de interaccion con la
covariable “sexo”. Respecto al andlisis haplotips® encontraron cuatro haplotipos con
diferencias estadisticamente significativas: el ldtgm 5 (C-G-A) en NCoA-1, el
haplotipo 2 (G-G-T-A-A) en NCoA-2, el haplotipo &{G-T-A-G) también en NCoA-2, y
el haplotipo 2 (T-A) en p300. Los haplotipos del &Gl y NCoA-2 fueron mas
frecuentes en la poblacion transgénero (OR=2,62;200 y OR=12,86, respectivamente)
mientras que el haplotipo 2 (T-A) en p300 fue mésifente en la poblacion cisgénero
(OR=0,57). El haplotipo 8 del NCoA-2 (OR=12,8B<0,028) mostrd6 un valor OR
sorprendentemente mucho mas alto que los demassdesiebe al hecho de que este

haplotipo solo se encuentra en la poblacion traresgé
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Tabla 13.

Andlisis de las frecuencias haplotipicas para loBrporfismos localizados en NCoA-1 (P1, P2y P3).

Estimacion de las frecuencias haplotipicas y estuade asociacion con la incongruencia de género (188l ajustado segun la covariable sexo)

Frecuencias

Haplotipos P1 P2 P3 Total Poblacioncis Poblacion trans acumulativas OR (95% CI) P
1 T T A 0,4501 0,5201 0,377 0,4501 1,00
2 T T G 0,1495 0,134 0,1699 0,5996 2,25 (0,99 - 5,13) 0,054
3 T G G 0,147 0,1319 0,1601 0,7466 1,73 (0,81 - 3,71) 0,16
4 T G A 0,139 0,1341 0,144 0,8856 1,80 (0,81 - 3,97) 0,15
5 C G A 0,069 0,0531 0,0897 0,9546 2,62 (1,00 - 6,83) 0,05*
6 C T A 0,0228 0,0267 0,0169 0,9774 1,39 (0,23 -8,34 0,72
7 C G G 0,0226 0 0,0423 1 379142884,10 (3791428833¥8142885,04) <0,0001*

P de asociacion globalf,009*
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Tabla 14.

Andlisis de las frecuencias haplotipicas para loBrporfismos localizados en NCoA-2 (P4, P5, P6yRPB).

Estimacién de las frecuencias haplotipicas y estuwade asociacion con la incongruencia de género (188l ajustado segun la covariable sexo)

Haplotipos P4 P5 P6 P7 P8 Total Poblacién cis Poblacién trans Frecuenqas OR (95% CI) P
acumulativas

1 G G G G A 0,2546 0,3239 0,1963 0,2546 1,00
2 G G T A A 0,2206 0,2142 0,236 0,4752 2,49 (1,1634% 0,02*
3 G G T G A 0,2022 0,1721 0,2303 0,6773 2,00 (0,931) 0,079
4 G G G A A 0,0891 0,0861 0,0793 0,7664 1,05 (0,3B8) 0,92
5 G A G G A 0,0474 0,0656 0,0235 0,8138 0,55 (0,2189) 0,48
6 G A T A A 0,0419 0,0474 0,0423 0,8557 1,11 (0,424) 0,89
7 G A T G A 0,041 0,0393 0,0426 0,8967 3,00 (0,16,08) 0,52
8 G G T A G  0,0217 0 0,036 0,9184 12,86 (1,34 - 18,3 0,028*
9 A G T G A 0,0173 0,0085 0,0228 0,9357 5,62 (0,56,71) 0,15
10 A G G G A 0,0165 0,0077 0,0205 0,9522 3,53 (0,30,50) 0,26
11 G A T A G 0,0138 0,0028 0,0189 0,9659 2,68 (0,28,20) 0,4
12 A G T A A 0,0108 0,0158 0,0093 0,9767 0,00 (-1hfif) 1

2688767424666564139418529253819440,0001*
58249584765033713636843978752,00
(26887674246622846799367197037120
raro * * * * * 1 806603076791371544336569204736,00
268876742467084359890033880392681
0989609273869:829371187527¢,00)

P de asociacién globalo,005*
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Tabla 15.

Andlisis de las frecuencias haplotipicas para loBmorfismos localizados en p300.

Estimacién de las frecuencias haplotipicas y estualde asociacién con la incongruencia de
género (n=188, ajustado seguln la covariable sexo)

Haplotipos P9 P10 Total Poblacion Poblacién Frecuencias OR (95% CI) p

Cis trans acumulativas
1 C G 044103 0,3468 0,4734 0,4103 1,00
2 T A 0,4004 0,4549 0,3457 0,8107 0,57 (0,36 - 0,90),018*
3 C A 0,1828 0,1851 0,1809 0,9935 0,69 (0,38 - 1,27)0,24
4 T G 0,0065 0,0132 0 1 0,00 (-Inf - Inf) 1

Valor P de asociacion globalo,033*

Tabla 16.

Andlisis de interaccion haplotipica segun la combte sexo para los polimorfismos

localizados en p300.

Tabla de interaccion cruzada de los haplotipos seguda variable sexo (n=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Haplotipos Frecuencias OR (95% CI) P OR (95% CI) P
1 0,4102 1,00 -- 0,63 (0,19 - 2,07) 0,457
2 0,4003 0,43 (0,22 - 0,83) 0,013* 0,49 (0,19 - 1,27) 0,141
3 0,1829 0,60 (0,26 - 1,40) 0,237 0,52 (0,18 - 1,52) 0,232
raro 0,0066 0,00 (0,00 - Inf) -- 0,00 (-Inf - Inf) --
Haplotipos within sex (n=188, crude analysis)
mujeres hombres
Haplotipos Frecuencias OR (95% CI) P OR (95% CI) P
1 0,4102 1,00 -- 1,00 --
2 0,4003 0,43 (0,22 - 0,83) 0,013* 0,77 (0,40 - 1,49) 0,444
3 0,1829 0,60 (0,26 - 1,40) 0,237 0,82 (0,35 - 1,96) 0,665
raro 0,0066 0,00 (0,00 - Inf) -- 0,00 (0,00 - Inf) --
Sexo within haplotipos (n=188, crude analysis)
mujeres hombres
Haplotipos Frecuencias OR (95% CI) OR (95% CI) P
1 0,4102 1,00 0,63 (0,19 - 2,07) 0,457
2 0,4003 1,00 1,12 (0,55 - 2,30) 0,769
3 0,1829 1,00 0,87 (0,32 - 2,34) 0,796
raro 0,0066 1,00 Inf
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TERCER ESTUDIO

Estudios de las frecuencias alélicas y genotipicas

Se analizaron las frecuencias alélicas y genotpiea242 polimorfismos mitocondriales
(Tabla 17) en una poblacion transgénero formada4pothombres y 47 mujeres, en
comparacion con una poblacién cisgénero de 44 hesnpr50 mujeres, con el mismo

origen geografico, raza y sexo biologico.

Cuando comparamos la distribucion de las frecusngé@motipicas entre las poblaciones
cisgénero y transgénero segun el sexo natal sentean diferencias estadisticamente
significativas en 26 polimorfismos a nivek0,05 (Tabla 18), lo que corresponde a un
10,74% del total de polimorfismos mitocondrialesalemados. Los polimorfismos

mostraron frecuencias alélicas similares a las rdrmgas en la base de datos 1000

genomes a nivel mundial y europeo (http://www.1@@gmes.org) (Tabla 18).

Solo el polimorfismo Affx-34461653 (rs2853496), &izado en los gen@dT-ND4y MT-
ND5 pasoé la correccion de Bonferroni (0,05/2#2<0,0002) (Tabla 18). En este caso, el
genotipo A/A se encontré sobrerrepresentado enolaapion transgénero (OR=17,33
(2,24-134,20)P<0,0001) (Tabla 18).

Andlisis de interaccion de los polimorfismos condavariable “sexo”

Cuando se analizaron las interacciones con la @blar‘sexo” comparando poblaciones
cisgénero y transgénero con el mismo sexo nat#h ses polimorfismos mostraron
diferencias estadisticamente significativas: Af9504644, Affx-34461959 y Affx-

34462190 (Tabla 19), mostrando una distribucionotipita diferente en hombres y
mujeres, tanto en la poblacion cisgénero como éatesgénero.

Asi, el polimorfismo Affx-79504644 (Tabla 19) mastrun OR con significacion
estadistica solo en la poblacion de mujeres trar@sgéEl genotipo G/G fue mas frecuente

en la poblacién transgénero con sexo masculino @84=<1,08-5,88)P<0,033), mientras
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que el genotipo A/A fue mas frecuente en la poblade hombres cisgénero [OR=0,40
(0,16-0,99);P<0,048] (Tabla 19).

Respecto a los otros dos polimorfismos que mostrdiferencias significativas debidas al
sexo, Affx-34461959 vy Affx-34462190 (Tabla 19) sencentraron diferencias

estadisticamente significativas en la poblaciénmigeres transgénero. El genotipo G/G
(polimorfismo Affx-34461959) se encontro sobreresg@ntado en la poblacion de mujeres
transgénero (OR=2,30 (1,06-5,0Px0,035), al igual que el genotipo T/T (polimorfismo
Affx-34462190) (OR=2,30 (1,06-5,02)P<0,035) (Tabla 19). Los otros genotipos no

mostraron diferencias estadisticamente signifieativ

Andlisis de los haplotipos

El analisis del desequilibrio de ligamiento se dlew cabo entre los polimorfismos con
significacion estadistica. En las Tablas 20-22 gegtran los resultados del analisis de los
haplotipos: valor d® (Tabla 20), estimacién de las frecuencias hapta$p(Tabla 21) y
asociacion de los haplotipos con la IG (Tabla E2\alor deP global de la asociacién de
los haplotipos con la IG fue estadisticamente aativo (P<0,00012) siendo el haplotipo
6 el que mostro diferencias estadisticamente sgtifas [OR=3,28 (1,11 — 9,73);

P<0,034] con una frecuencia mas alta en la poblati@msgénero que en la poblacién

cisgénero (Tabla 22).
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Tabla 17.

Caracteristicas de los polimorfismos mitocondriadeslizados que presentaron diferencias estadist@de significativas a nivel P<0,05.

o Frecuencias en el Frecuencias en la Frecuencias en la
Affy SNP_ID  Posiciébn dbSNP_RS ID Genes implicados Va;lla XIDOE en presente est_udio bgﬁﬁ;ﬁ?ﬁﬁﬁ:}o bgﬁﬁ;ﬁ?ﬁﬁﬁ:}o
(todos los sujetos) internacional europeo

Affx-79504644 73 G>A 0,5
Affx-52321502 228  rs41323649  Ninguno G>A 0,04 0,055 0,060
Affx-34461950 2706 rs2854128 N1 \DLKB ASG 0,57 0,610 0,575
Affx-79381661 3480  rs28358584  MT-NDI, MT-ND2 ASG 0,095 0,093 0,099
Affx-02047845 3834  rs372080842 MT-ND1, MT-ND2 G>A 0,002 0,005 0,006
Affx-89025744 4715 1528357976  MT-CO1, MT-ND1, MT-ND2 ASG 0,004 0,004 0,003
Affx-79381669 4820  rs28357977  MT-COL, MT-ND2 G>A 0,002 0,006 0,003
Affx-34462083 4883  rs200763872  MT-COL, MT-ND2 C>T 0,003 0,012 0,001
Affx-89025691 5178  rs28357984  MT-COL, MT-ND2 C>A 0,003 0,006 0,002
Affx-34462100 7028 152015062 1Al o MTATPS MT-COL ooy 0,43 0,640 0,582
Afix-79443447 7476 15201950015 w8 OB IATES MICOL oop 0,02 0,015 0,016
Afix-89025749 8994  rs28358887  urn O lH PR MESDS Goa 0,02 0,022 0,021
Affx-79381684 9698  rs9743 MDA MT D TP T>C 0,05 0,1537 0,165
Afx-79381600 10398 152853826 oty oo MyOS MTNDS ASG 0,21 0,169 0,151
Afx-89025660 10400 1528358278t oo MIOS MTND, csT 0,08 0,028 0,011
Affx-79381603 10873 c>T 0,11
Affx-34461653 11914 rs2853496  MT-ND4, MT-ND5 G>A 0,09 0,110 0,098
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Affx-79381700
Affx-79381702
Affx-89025746
Affx-86496743
Affx-34461803
Affx-79381709
Affx-79381711
Affx-79381717
Affx-34461862

12705
13263
14167
14318
14798
15043
15301
15930
16153

rs267606893
rs28359175
rs28357670
rs28357675
rs28357681

rs2853512

MT-ND5
MT-CYB, MT-ND5

MT-CYB, MT-ND5, MT-ND6
MT-CYB, MT-ND6

MT-CYB, MT-ND6

T>C
A>G
T>C
T>C
T>C
G>A
G>A
G>A
G>A

0,81
0,04
0,05
0,04
0,08
0,09
0,11
0,02
0,02

--- dato desconocido
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Tabla 18.

Andlisis de las frecuencias genotipicas para lodinpmrfismos mitocondriales con

diferencias estadisticamente significativas a nire0,05.

Affx-79504644 (n=187)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
G/G 37 (39,4%) 57 (61,3%) 1 0,003*
A/A 57 (60,6%) 36 (38,7%) 0,41 (0,23-0,74)
Affx-52321592 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
G/G 94 (100%) 87 (92,5%) 1 0.0015*
A/A 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA) ’
Affx-34461959 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
G/G 46 (48,9%) 62 (66%) 1 0.019*
A/A 48 (51,1%) 32 (34%) 0,50 (0,28-0,90) ’
Affx-79381661 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
A/A 92 (97,9%) 86 (91,5%) 1 0.044%
GIG 2 (2,1%) 8 (8,5%) 4,28 (0,88-20,71) ’
Affx-92047845 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
G/G 91 (96,8%) 94 (100%) 1 0.044%
AA 3 (3,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) ’
Affx-89025744 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
A/A 94 (100%) 87 (92,5%) 1 0.0018*
GIG 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA) ’
Affx-79381669 (n=186)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
G/G 94 (100%) 89 (96,7%) 1 0.041%
AA 0 (0%) 3 (3,3%) NA (0,00-NA) ’
Affx-34462083 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
CiC 94 (100%) 89 (94,7%) 1 0.0085*
T/T 0 (0%) 5 (5,3%) NA (0,00-NA) ’
Affx-89025691 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
CiC 94 (100%) 89 (94,7%) 1 0.0085*
A/A 0 (0%) 5 (5,3%) NA (0,00-NA) ’
Affx-34462190 (n=188)
Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
T/T 46 (48,9%) 62 (66%) 1 0.019*
CiC 48 (51,1%) 32 (34%) 0,50 (0,28-0,90) ’
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Affx-79443447 (n=187)
Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
CiC 90 (96,8%) 94 (100%) 1 0.037*
T/T 3 (3,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) ’
Affx-89025749 (n=188)
Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
GI/G 94 (100%) 91 (96,8%) 1 0.042%
A/A 0 (0%) 3 (3,2%) NA (0,00-NA) ’
Affx-79381684 (n=188)
Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
T/T 92 (97,9%) 86 (91,5%) 1 0.044%
CiC 2 (2,1%) 8 (8,5%) 4,28 (0,88-20,71) ’
Affx-79381690 (n=187)
Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
A/A 83 (89,2%) 64 (68,1%) 1
3,00E-04*
G/G 10 (10,8%) 30 (31,9%) 3,95 (1,78-8,78)
Affx-89025669 (n=188)
Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
CiC 92 (97,9%) 81 (86,2%) 1 0.002*
T/T 2 (2,1%) 13 (13,8%) 7,38 (1,60-33,98) ’
Affx-79381693 (n=188)
Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
T/T 90 (95,7%) 77 (81,9%) 1 0.0021*
CiC 4 (4,3%) 17 (18,1%) 4,99 (1,59-15,62) ’
Affx-34461653 (n=187)
Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
GIG 92 (98,9%) 79 (84%) 1
1,00E-04F
A/A 1(1,1%) 15 (16%) 17,33 (2,24-134,20)
Affx-79381700 (n=188)

Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
CiC 83 (88,3%) 70 (74,5%) 1 0.016*
T/T 11 (11,7%) 24 (25,5%) 2,58 (1,17-5,69) ’

Affx-79381702 (n=188)

Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
AIA 94 (100%) 87 (92,5%) 1 0.0018*
G/G 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA) ’

Affx-89025746 (n=188)

Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
CiC 92 (97,9%) 86 (91,5%) 1 0.044%
T/T 2 (2,1%) 8 (8,5%) 4,28 (0,88-20,71) ’

Affx-86496743 (n=188)

Genotipo Poblacién cis Poblacion trans OR (95% CI) P
T/T 94 (100%) 87 (92,5%) 1 0.0018*
CiC 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA) ’
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Affx-34461803 (n=186)

Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
T/T 89 (96,7%) 82 (87,2%) 1 0.014*
CiC 3(3,3%) 12 (12,8%) 4,36 (1,19-16,01) ’

Affx-79381709 (n=188)

Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
GI/G 91 (96,8%) 81 (86,2%) 1 0.0076*
A/A 3 (3,2%) 13 (13,8%) 4,86 (1,32-17,87) ’

Affx-79381711 (n=188)

Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
GI/G 90 (95,7%) 78 (83%) 1 0.0038*
A/A 4 (4,3%) 16 (17%) 4,59 (1,46-14,37) ’

Affx-79381717 (n=188)

Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
GI/G 94 (100%) 90 (95,7%) 1 0.018*
A/A 0 (0%) 4 (4,3%) NA (0,00-NA) ’

Affx-34461862 (n=188)

Genotipo Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI) P
GIG 91 (96,8%) 94 (100%) 1 0,042+
A/A 3 (3,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)

* diferencias estadisticas a nivel P<0,05*.
T Diferencias estadisticas segun la correccionateeBroni(0,05/242; P <0,0002).
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Tabla 19.

Tabla de interaccion con la covariable sexo parati@s polimorfismos mitocondriales con significacestadistica a nivel P<0,05.

Affx-79504644 (n=187)

mujeres hombres
Genotipos Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% Cl) P Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% ClI) P
G/G 22 21 1 15 36 2,51 (1,08-5,88) 0,033*
A/A 28 25 0,94 (0,42-2,09) 0,889 29 11 0,40 (0,16-0,99) 0,048*
P de interaccion: 0,0038*
Affx-34461959 (n=188)
mujeres hombres
Genotipos Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% Cl) P Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% CI) P
G/G 28 25 1 - - 18 37 2,30 (1,06-5,02) 0,035*
AIA 22 22 1,12 (0,50-2,49) 0,794 26 10 0,43 (0,17-1,07) 0,072
P de interaccion: 0,0035*
Affx-34462190 (n=188)
mujeres hombres
Genotipos Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% Cl) P Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% ClI) P
T/IT 28 25 1 18 37 2,30 (1,06-5,02) 0,035*
C/C 22 22 1,12 (0,50-2,49) 0,794 26 10 0,43 (0,17-1,07) 0,072

P de interaccion: 0,0035*

* Diferencias estadisticamente significativas aehiP<0,05).
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Tabla 20.

Resultados del analisis (valores P) del estudidadefrecuencias haplotipicas y asociacion de logldigpos con la IG para los polimorfismos

mitocondriales.

Affx-79504644  Affx-34461959  Affx-79381661 Affx-342890 Affx-79381684  Affx-79381690  Affx-89025669 AM#9381693  Affx-34461653 Affx-79381700  Affx-89025746Affx-34461803  Affx-79381709  Affx-79381711

Affx-79504644 , 0 0 0 0 0 0 0 0,031 0 0 0 0 0
Affx-34461959 , , 1,00E-04 0 1,00E-04 0 0 0 0,1679 0 1,00E-04 0 0 0
Affx-79381661 , , s 1,00E-04 0 0 0,1823 0,1068 0 0,0289 0 0 0,1667 0,9277
Affx-34462190 , , s , 1,00E-04 0 0 0 0,1679 0 1,00E-04 0 0 0
Affx-79381684 , , s , , 0 0,1823 0,1068 0 0,0289 0 0 0,1667 0,9277
Affx-79381690 , , ) , ) s 0 0 0 0 0 0 0 0
Affx-89025669 , , ) , ) s ) 0 0 0 0,1823 0,0953 0 0
Affx-79381693 , , ) , ) s s s 0 0 0,1068 0,0441 0 0
Affx-34461653 , , s , ) s s , ) 1,00E-04 0 3,00E-04 0 0
Affx-79381700 , , s , ) s s , ) , 0,0289 0,0065 0 0
Affx-89025746 , , s , ) s s , ) , , 0 0,1667 0,9277
Affx-34461803 , , , , , , , , , ' ) ) 0,0839 0,453
Affx-79381709 , , ) ) . . s ) ) ) ) . ) 0
Affx-79381711 , , ) ) . . s ) ) ) ) . ) )
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Tabla 21.

Estimacion de las frecuencias haplotipicas (n=1&&)a los polimorfismos mitocondriales.

Haplotipos 79A5f(§>4(1_644 346121_959 7922?.-661 34'222_190 7922?684 7922?.-690 89A0f£>é_669 79@2?.-693 3461?3?-653 79221_700 89%2?746 346121-803 79221_709 7922?711 Total Pobl.cis  Pobl. trans airuer?\lljﬁ;?\i/a;ss
1 A A A C T A C T G Cc C T G G 0,383 10,4894 0,2766 0,383
2 G G A T T A Cc T G C C T G G 0,1915 0,1915 0,1915 0,5745
3 A G A T T A C T G C C T G G 0,0851 0,117 0,0532 0,6596
4 G G A T T A Cc T G T Cc T G G 0,0691 0,0638 0,0745 0,7287
5 G G A T T G T C G T C T A A 0,0426 0,0213 0,0638 0,7713
6 G G A T T G C T G C C C G G 0,0372 0,0106 0,0638 0,8085
7 G G A T T G T C A T C T A A 0,0372 NA 0,0745 0,8457
8 A A A C T A C T A C T G G 0,0266 NA 0,0532 0,8723
9 G G A T T G C C G T C T G A 0,0213 0,0106 0,0319 0,8936

10 G G A T T G C T G C C T G G 0,0213 0,0319 0,0106 0,9149
11 G G G T C G C T A C T C G G 0,0213 0,0106 0,0319 0,9362
12 G A A C T A C T G C C T G G 0,016 0,0213 0,0106 0,9521
13 G G G T C G C T G C T C G G 0,016 NA 0,0319 0,9681
14 G G A T T G C C G T C T G G 0,0106 0,0106 0,0106 0,9787
15 G G G T C A C T G C T T G G 0,0106 NA 0,0213 0,9894
16 G G A T T G C T G T C T A G 0,0053 0,0106 NA 0,9947
17 G G G T C G C T G C T C G A 0,0053 0,0106 NA 1

18 G G A T T A T C G T C T A A 0 0 NA 1
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Tabla 22.

Estudio de asociacion de los haplotipos y la incargcia de género (n=188, ajustado a la covariaBkxo) para los polimorfismos

mitocondriales.

Affx-

Affx-

Affx-

Haplotipos Affx- Affx- Affx- Affx- Affx- Affx- Affx- Affx- Affx- Affx- Affx- Frecuencias OR (95% CI) P
79504644 34461959 79381661 34462190 79381684 79381690 89025669 79381693 34461653 79381700 89025746 34461803 79381709 79381711
1 A A A C T A C T G C C T G G 0,383 1
2 G G A T T A C T G C C T G G 0,1915 1,33 (0,890 0,17
3 A G A T T A C T G C C T G G 0,0851 0,90 (0,50,6Q) 0,71
4 G G A T T A C T G T C T G G 0,0691 1,43 (0,796Q@ 0,24
5 G G A T T G T C G T C T A A 0,0426 2,29 (0,99,28) 0,054
6 G G A T T G c T G c c c G G 0,0372 3,28 (1,11-9,73) 0,034
7 G G A T T G T C A T C T A A 0,0372 103853,96 (-Hinf) 1
8 A A A C T A C T A C C T G G 0,0266 106835,21 (-Hinf) 1
9 G G A T T G C C G T C T G A 0,0213 2,30 (0,7231) 0,16
10 G G A T T G C T G C C T G G 0,0213 0,76 (0,2442) 0,64
11 G G G T C G C T A C T C G G 0,0213 2,30 (0,7231) 0,16
12 G A A C T A C T G C C T G G 0,016 0,92 (0,27,18 0,89
13 G G G T C G C T G C T C G G 0,016 103209, 76f ¢Inf) 1
14 G G A T T G C C G T C T G G 0,0106 1,30 (0,3136) 0,72
15 G G G T C A C T G C T T G G 0,0106 107749,56(f(-1Inf) 1
raro * * * * * * * 0,0106 0,00 (-Inf - Inf) 1

Valor de P global: 0,00012
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DISCUSION

El objetivo principal de esta Tesis fue profundiearel conocimiento de la base genética
de la IG (ICD-11) (World Health Organization, 2018)do que es un proceso de etiologia
compleja en donde intervienen la accidn conjuntadifierentes hormonas, receptores
hormonales, genes, interacciones gen-gen y gereatebidurante las etapas pre y
perinatales (Joel, 2021; Joel & McCarthy, 2017; litly, Herold, & Stockman, 2018).

PRIMER ESTUDIO

En el primer estudio se analizaron las frecuenalébcas, genotipicas y haplotipicas de
cuatro polimorfismos (C1, C2, C3 y C4) situadodeeregion promotora del géESR1y su

implicacion en la base genética de la IG, a tral@sestudio de una poblacién con IG
respecto a una poblacién cisgénero con similareactaisticas (raza, sexo y origen

geogréafico).

El estudio de las frecuencias alélicas mostré elifeias estadisticamente significativas
para el alelo corto del polimorfismo C2 y el aléladel polimorfismo C4, que aparecen
asociados a la IG en la poblacion de hombres témesg, pero no en el de mujeres
transgénero. Estos datos respaldan los resultaoienidos en investigaciones previas
sobre la implicacion del ERen la base genética de la IG (Cortés-Cortés eR@l7;
Fernandez et al., 2018).

El analisis de las frecuencias haplotipicas tamhiéstrdé una asociacién estadisticamente
significativa con la I1G. Asi, el haplotipo 3 (T-L-&) se encontrd sobrerrepresentado en la
poblacion de hombres transgénero, mientras quepbtipo 2 (T-L-C-G) se encontraba

sobrerrepresentado en la poblacién cisgénero.

El modelo tedrico existente sobre la region promaotiel gerESR1muestra que los alelos
menos frecuentes, es decir C para el polimorfistnplCpara el polimorfismo C2 impiden
la union del factor de transcripcion en la regiétedminante del sexo en el cromosoma Y.
Los polimorfismos C2 y C3 se encuentran en unadregitamente conservada entre
especies (Weickert et al., 2008), y segun Mooneglghboradores (2003), esto aumenta la

posible implicacion teorica de estos dos polimarbs en la base genética de la IG. De
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hecho, se sabe que los cambios espontaneos etukns@ de ADN de los receptores de
esteroides pueden tener efectos profundos eniddofiga reproductiva en la edad adulta
(Brown, 1996; Tenbaum & Baniahmad, 1997; ToppaBkakkelk, 1998).

Teniendo en cuenta estas consideraciones sobmapartancia bioldgica tedrica de la
secuencia de ADN en la region promotora, nuestemultados sugieren que los
polimorfismos C1 y C2 podrian ser polimorfismos dmmalmente influyentes en la
regulacion de la expresion del gBi$R1 No obstante, estas predicciones necesitan ser

confirmadas mediante experimentos de union debrfate transcripcion.

En cuanto a los polimorfismos C3 y C4, aunque nergeientran en la region promotora
del genESR1] se localizan en el primer intron del gen y posaerefecto significativo ya
demostrado sobre la sintesis de la proteina (Lafiri&tam, 1994). Herrington y
colaboradores (2002) encontraron que la variaciih é&n el polimorfismo C3, da como
resultado un nuevo sitio de union para los factdeegranscripcion que podria mejorar la
transcripcionin vitro. Por tanto, en algunos entornos, la presencicaldéd C para el
polimorfismo C3 podria amplificar teéricamenterintscripcion del geBSR1(Herrington

et al., 2002).

Maruyama y colaboradores (2000) también detectananactividad potenciadora pequefia
pero significativa que diferia entre los diferert@plotipos. Asi, la actividad potenciadora
del alelo G (en el polimorfismo C4) fue mayor qaeattividad debida a la presencia del
alelo A (Maruyama et al., 2000). Tangencialmends,dstudios farmacogenéticos sobre la
osteoporosis han sugerido que las mujeres con tiEpl€-G (polimorfismos C3-C4)
tienen una mayor sensibilidad al tratamiento cdrbgenos que otras mujeres (Gennari et
al., 2007).

En resumen, los datos provenientes de experiméntaasi como los estudios de expresion
genética y el hecho de que los SNPs que se losaémalas regiones promotoras, 0
proximas a ellas, tienen una implicacion funcicrala expresion genética (Johnson et al.,
2008; Ramirez-Bello & Jiménez-Morales, 2017), suggieque los polimorfismos C1, C2,

C3 y C4 podrian estar implicados en la base gendéda IG mediante su influencia en la

regulacion de la expresion del geSR1
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En humanos, los gen&SR1y ESR2codifican los receptores de estrogenos: FRERB
respectivamente, miembros de una familia de receptgue son al mismo tiempo
receptores hormonales y factores de transcripai@nsg activan por la unién a su ligando,
los estrogenos. Los dos ERs exhiben diferenteillision en el tejido cerebral, asi como
diferente afinidad por los estrogenos (Kuiper et H97), ademas de presentar también
diferentes propiedades transcripcionales (Matth&wSustafsson, 2003). Asi, una vez
unido a los estrégenos, el receptor ER dimerizagmaid unirse a otra molécula igual a
ella, formando un homodimera-{, B-f), pero también podra formar un heterodimero (
B) permitiendo al receptor interactuar con mayor enan afinidad con su secuencia de
ADN diana, localizada en las proximidades de lgsorees promotoras de los genes diana,
modulando asi el proceso de transcripcion en uwrtefiomind (Li et al., 2001; Matthews
& Gustafsson, 2003; Ponglikitmongkol et al., 1988fe, 2001).

Esta capacidad de regular directamente la sinlesigroteinas contribuye a potenciar el
efecto de los esteroides en el cerebro en desaf(MbiCarthy, 2009). Los estrogenos son
un importante regulador de la diferenciacion ceakbr los receptores ERs juegan una
funcion clave en la diferenciacion sexual y en emportamiento (McCarthy, 2008).
Ademas, los receptores Ry B se encuentran tanto en el cerebro en desarrotinzd@ez

et al., 2007) como en el cerebro adulto (Osterl@2000).

Teniendo estas consideraciones en cuenta, podridipatetizar que las variaciones en la
secuencia de ADN en la region promotora del g8RIpodrian modificar la transcripcion
genética, que a su vez modificarian caracterisiicggrtantes del receptor hormonal,
como por ejemplo alterando la respuesta a los gestas durante un periodo prenatal
critico, cuando el cerebro es sensible a los efeotganizativos de la testosterona y su
metabolito, los estrogenos. Ademas, las hormontsogdeas se encuentran entre las
moléculas de sefalizacion mas poderosas y duradefra@sierpo (McCarthy, 2009) de tal
manera que una pequefia variacion en la sensibitidadeceptor de estrégenos podria

implicar grandes cambios a nivel cerebral (SchwaktcCarthy, 2008a).

Una de las limitaciones de nuestro trabajo coidsisti el tamafio y homogeneidad de la

muestra, ya que representa solo una parte de lagu@b transgénero. No debemos olvidar
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gue esta muestra fue obtenida exclusivamente & garuna poblacién transgénero que
estaba siendo atendida en la UIG del Hospital €ld@ Barcelona y era solicitante de
tratamiento hormonal cruzado (GAHT). Por lo tamo,esta investigacion solo se estudio
una pequefia parte de la poblacion transgénero@oBllo hace que nuestra muestra sea
muy homogénea, tal como se requiere para el amgksiético, pero al mismo tiempo esto
hace que los resultados solo sean representatigsos yna parte de la poblacion

transgénero.

Como conclusién final podemos afirmar que nuestiates confirman la implicacion del
genESR1en la base genética de la IG. Ademas, nuestros dabyan la hipétesis de que
la IG es un rasgo complejo y multifactorial de tanducta humana que implica complejas

interacciones entre los esteroides, los receptmeraonales y multiples genes.

SEGUNDO ESTUDIO

Las mutaciones que ocurren espontdneamente enebteptores de esteroides o las
alteraciones en los niveles normales de las horsesteroideas durante el desarrollo,
tienen efectos severos sobre la fisiologia repridcaucel adulto (Brown, 1996; Tenbaum

& Baniahmad, 1997; Toppari & Skakkid 1998). Sin embargo, no todos los trastornos
relacionados con el sistema endocrino se debeera@bnes en la secuencia del ADN del
gen de los receptores de esteroides o a los niheleaonales, es por ello que se ha
implicado un papel potencial para una clase adatide proteinas, los correguladores de

los receptores nucleares (Hsiao et al., 1999).

Las hormonas esteroides actian en el cerebro wsénd receptores intracelulares
ubicados predominantemente en las neuronas (Aligl, & McCarthy, 2000). Al unirse
al ligando, el complejo esteroide-receptor se une &lemento de respuesta hormonal
ubicado en el ADN (Jensen et al., 1968; Walter85)@onde regula la transcripcién de
genes Yy, en Ultima instancia, la funcibn neuro@drg¢on-Jurica et al., 1990; Walters,
1985). Estudios recientes revelan que los receptdecesteroides interactlan con otras
proteinas, coactivadores 0 correpresores de reesptoucleares, que aumentan o
disminuyen respectivamente su union y accion eeleshento de respuesta hormonal
(Carson-Jurica et al., 1990; Jensen et al., 1968targ, 1985).
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Sin embargo, hasta la fecha no se ha investigagmm@| de los coactivadores de los
receptores de esteroides en la base genétical@e Nuestros datos constituyen el primer
trabajo de investigacion realizado sobre esta ieen&or otro lado, los datos obtenidos en
la investigacién estan en concordancia con losajoab publicados sobre el papel
fundamental de los coactivadores NCoA-1, NCoA-B9@ en la actividad transcripcional

eficiente del ER en el cerebro (Kraus, Manning, &knaga, 1999; Yore et al., 2010).

Los coactivadores NCo0A-1 y NCo0A-2 se encuentrantridisgdos en diferentes

proporciones, por varias regiones especificas dabco como son el hipotalamo y el
hipocampo, mostrando al mismo tiempo, diferencmasweacoplamiento con los receptores
de estrogenos (Molenda-Figueira et al., 2008; Yetrreal., 2010). Estas interacciones
diferenciales entre NCoA-1 y NCoA-2 con los subsipoy B del ER sugieren que estas
regiones cerebrales tienen un patron de expresistmtd de los correguladores, y
comprender como funcionan y como es su interaccaimlos ERs es fundamental para

comprender cOmo actian las hormonas esteroidedifeezntes regiones del cerebro.

Por otro lado, nuestros resultados también estamoecordancia con el estudio del
coactivador NCoA-1 y su implicacion en el cerebrodesarrollo realizado por Auger,
Tetel, & McCarthy (2000). Estos autores investigdas consecuencias de la reduccion de
la proteina NCoA-1 durante la diferenciacién sexighlcerebro en desarrollo, encontrando
que una reduccion de dicha proteina interfiere amndcciones desfeminizantes de los
estrogenos en los cerebros de ratas neonataleslass indicaron que la expresion de
NCoA-1 participa de forma critica en el desarrallel comportamiento reproductivo
masculino y la morfologia del cerebro. Asi, nuestlatos estan en concordancia con los
resultados de Auger y colaboradores (2000) ya duanalisis polimérfico de este
coactivador mostré diferencias significativas cuars® realizaron los analisis de las
frecuencias alélicas y genotipicas, asi como disimde los haplotipos (Auger, Tetel, &
McCarthy, 2000).

Nuestros datos también estan en concordancia cos @studios sobre el papel critico del
p300 y del CREBBP en la transcripcion del o300 y CREBBP son dos de los
multiples coactivadores secundarios reclutadosN@wAl, NCoA2 y NCoA3 para formar
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un complejo coactivador del receptor ER que puedenpver la remodelacién de la

cromatina y facilitar la activacion transcripciorfx et al., 2015). La transcripcion por la

ARN polimerasa Il requiere la accion coordinadarddtiples factores como los factores
de union al ADN, los coactivadores, la remodelaadénla cromatina, con la maquinaria
transcripcional basal. Ademas, p300 y CREBBP, nonsa al ADN por si mismos, pero

juegan un papel esencial en el proceso de tracgmmipnediado por los estrogenos (Kraus
et al.,, 1999; Yang et al., 1996). Por lo tanto,aHRnciona de manera cooperativa con
p300 y CREBBP para facilitar la transcripcion (Ksa& Kadonaga, 1998). En el presente
trabajo encontramos diferencias estadisticamegitéfisativas en p300, CREBBP, NCoAl

y NCoA2, pero no en NCoAS.

Yi y colaboradores (2015) definieron la estructouaternaria de un complejo activo de
ERa unido al ADN, junto con el coactivador del receptie esteroides y p300 como
coactivador secundario. El modelo estructural segiee el ER se une a la region ERE del
ADN como un dimero y luego recluta dos NCoA; eslos coactivadores, a su vez,
aseguran una molécula de p300 al complejo a trdeémultiples contactos. Es muy
importante mantener la secuencia de nucledtidoslode genes que codifican los
coactivadores para mantener las interaccionesotaplejo ER-E2-NCoA-p300-CREBBP
y asi realizar la funcion gendémica de los estrogef¥d et al., 2015). Por lo tanto,
basandose en estos estudios se podria hipotetiedos) cambios a nivel de secuencia del
ADN podrian resultar en interacciones ineficacegooo efectivas que afectasen a los
genes diana involucrados en el dimorfismo cerelfal. concreto en nuestro trabajo
encontramos dos polimorfismos con diferencias ésiadmente significativas (P9 y P10)
en p300 en el andlisis de interaccion segun lar@a “sexo”. Ello implico diferencias
en la distribucion de los haplotipos segun el s@aw,lo que el haplotipo 2 (T-A) solo
mostrd diferencias significativas en la poblaci@gigaada mujer al nacer. Los otros
haplotipos no mostraron diferencias significativas.

Basandose en experimentos en roedores, se créa djterenciacion sexual masculina del
cerebro es el resultado de la accion de los ando&gelespués de la conversion a
estrogenos por la accion de la aromatasa (Leph@96; Naftolin et al., 1971). Ademas,
los estudios en humanos muestran que los efectestals de la testosterona en el cerebro

fetal en desarrollo y también durante la pubersah) de gran importancia para el
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desarrollo de la identidad de género masculina §8w2004). Sin embargo, en el presente
trabajo, el estudio de los polimorfismos localizaden el coactivador de androgenos

NCo0A-4 no mostré diferencias estadisticamente Bogtivas.

Actualmente, continta siendo dificil interconedtas hallazgos moleculares, cerebrales y
conductuales (Swift-Gallant & Monks, 2017) debidtas complejas interacciones entre el
comportamiento, los genes, las hormonas, los rexwpty las enzimas. Pero debemos
sefalar que los estudios de resonancia magnétigersonas con IG muestran perfiles
cerebrales caracteristicos (Guillamon et al., 20Mnbas poblaciones transgénero
(hombres y mujeres) comparten algunas caractasgsttomunes: en primer lugar, la
participacion de los dos ER en su origen neurogiotd (Fernandez et al., 2018) y, en
segundo lugar, su corteza, en algunas regionesnass gruesa que en la poblacién
cisgénero masculina (Guillamon et al., 2016). Estzservaciones apoyan la hipotesis de
gue hombres y mujeres transgénero experimentanogego de desarrollo atipico respecto
a la diferenciacion sexual de su corteza, hipa#gtente bajo la influencia de estrogenos
cerebrales, androgenos, sus receptores y ahoraenpeddiadir que también algunos de sus

coactivadores.

Finalmente, nuestros datos también son consistartesla hipétesis actual sobre la
existencia de un modelo “mosaico” complejo del lseyeen mamiferos (Joel et al., 2020)
con una multiplicidad de mecanismos involucradosjue permitiria un grado variable de
masculinizacién/feminizacion en diferentes aredscdesbro. EI modelo simple segun el
cual la testosterona masculiniza el cerebro dadosbres alejandolo de un perfil femenino
predeterminado, ha sido reemplazado por un modetplejo, segun el cual los efectos
sexuales en el cerebro de mujeres y hombres sandeg por una combinacion compleja

de factores genéticos, epigenéticos y tambiéen hoates (Joel et al., 2020).

En conclusién podemos afirmar que, basandonos estnos datos, junto con las
investigaciones realizadas previamente, existe baae genética de la 1G. Los
coactivadores, NCoA-1, NCoA-2 y p300-CREBBP podpanlo tanto considerarse genes
candidatos para aumentar la lista de genes de€piilsitidad” potencial de la IG. Ademas,

nuestros datos continlan respaldando la hipétesigug la IG es un rasgo complejo
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multifactorial, que involucra intrincadas interamoes entre genes, esteroides, receptores

de esteroides y coactivadores.

TERCER ESTUDIO

Dado que la evolucion de la célula eucariota indplioa interaccién simbiética entre la
mitocondria y el ndcleo, numerosos autores sugiegee esta historia evolutiva
proporciona una base racional para investigar farancion existente entre estos dos
genomas (mitocondrial y nuclear). Numerosos autgoesponen que el ADNmt
(mitocondrial) y el ADNn (nuclear) interaccionanjuntos juegan un papel importante en
la funcidn celular y, por lo tanto, en el compomrdniblogico de la conducta humana (Baris
et al., 2017; Brown et al., 2020; Dujon, 2020; KdnGolik & Skoneczna, 2015; Poyton &
McEwen, 1996).

Este paradigma contempla la interaccién entre eN&bD y el ADNn en mdltiples

funciones mitocondriales como son la producciéredergia, la sefalizacion celular, la
respuesta inmune, la homeostasis del calcio, leess$nde esteroides y la apoptosis
(DiMauro & Hirano, 2009; El-Hattab & Scaglia, 20XBprman et al., 2016). Al menos tres
de estas funciones estan implicadas en el estabato de las diferencias sexuales en el
cerebro durante el periodo critico de la difereriéia sexual: la respuesta inmune, la

sintesis de esteroides y la apoptosis (Arambulac& dfthy, 2020).

La importancia de las interacciones entre estosggm®mas ha recibido mas atencion
recientemente debido a sus posibles efectos evaduyi a coOmo pueden afectar a la salud
y a la conducta humanas (Brown et al., 2020). kgarios mas comunmente afectados son
aquellos con una alta demanda de energia, entguidse encuentra el sistema nervioso
central, sin embargo, practicamente cualquier @ggntejido podria verse afectado
(Moslemi & Darin, 2007).

En el presente trabajo se analizaron las frecugraliglicas y genotipicas, asi como las
frecuencias haplotipicas, de 242 polimorfismos adhds en el ADNmt, y su implicacion

en la IG. El estudio se realiz6 en una poblacién9deindividuos transgénero y 94
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individuos cisgénero, con similares caracteristidas raza, sexo bioldégico y origen

geogréfico.

Se encontraron diferencias estadisticamente gigtifas en 26 polimorfismos
mitocondriales P<0,05), pero soélo el polimorfismo Affx-34461653 pdadcorreccion de
Bonferroni. Este polimorfismo esta relacionado ¢ms genes MT-ND4 y MT-ND5 que
estan ligados a los efectos de la fosforilaciordava (HouStek et al., 2012). MT-ND5
interactia con la glutamina sintetasa (GS) queqgonata en el cerebro, los rifiones y el
higado (Jayakumar & Norenberg, 2016). Ademas,3i¢Bs mostraron interaccion con la
covariable “sexo” (Affx-79504644, Affx-34461959, {#4#34462190) mostrando
significacion Unicamente en la poblacion de mujé&rassgénero, pero no en la poblacion

de hombres transgénero.

En el cerebro, la glutamina sintetasa participdaaregulacion metabdlica del glutamato,
en el reciclaje de neurotransmisores y la termimacie sus sefales (Liaw et al., 1995;
Suarez et al., 2002). La glutamina sintetasa esemzana dependiente de ATP que se
encuentra en la mayoria de las especies y qudizntgutamina a partir de glutamato y
amoniaco. En el cerebro, la glutamina sintetasdosaliza fundamentalmente en los
astrocitos donde trabaja para mantener el cicldaglato-glutamina, asi como el

metabolismo del nitrégeno. Los estudios mas reegeimdican que la glutamina sintetasa
también puede estar presente en otras célulad\i&|iBcluidas las neuronas, la microglia
y los oligodendrocitos. Ademas, se han identificadonbios en la actividad de esta
enzima, asi como en su expresion génica, en una dercondiciones neuroldgicas

(Jayakumar & Norenberg, 2016).

Se estima que el 95% de la neurotransmision eadiatn el cerebro ocurre en las espinas
dendriticas, y los receptores de glutamato AMPAv&i@ y NMDA se encuentran en alta

proporcion en la superficie de estas estructurden#as, en el cerebro mamifero adulto, la
expresion del comportamiento sexual masculino sele@iona con altas concentraciones

de glutamato excitatorio extracelular en el aregptica POA (Dominguez et al., 2006).
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Bloquear el receptor NMDA y, en consecuencia, &ngmision glutamatérgica en esta
region del cerebro (POA) reduce el comportamieatwal masculino en ratones, incluido
el nimero de montas e intromisiones, e impide lgoraeen estas medidas con la
experiencia (Dominguez et al., 2006, 2007; Domiag&eHull, 2005), mientras que el

aumento del glutamato sinaptico tiene el efectaradn, mejorar el rendimiento sexual

masculino (Dominguez et al., 2007).

Por lo tanto, dada la importancia tedrica de laroteansmision glutamatérgica en el
comportamiento sexual masculino adulto, los gengéscondriales MT-ND4 y MT-ND5
podrian estar involucrados en la base genética t&. IAsi, se ha podido demostrar que el
estradiol induce la liberacion de glutamato en gbotdlamo para promover la
desfeminizacion (Wright et al., 2010). El ndcleontvemedial (VMN) ubicado en el
hipotdlamo mediobasal (MBH) es una regidon cerehlnave para el control del
comportamiento sexual femenino en ratones (Matl&ewdwards, 1977; Pfaff & Sakuma,
1979a, 1979b). Las dendritas de las neuronas ddemiventromedial (VMN) en los
machos se ramifican con mayor frecuencia y, pdambo, en general tienen mas sinapsis
que las hembras (Mong et al., 2001; Schwarz & MttyaP008b; Todd et al., 2007).

El estradiol induce tanto la masculinizacién cormalésfeminizacién en ratones, pero a
través de distintos mecanismos celulares. En ebtéliggmo mediobasal (MBH), la
desfeminizacion inducida por el estradiol comieoaa una activacion rapida (~1 hora) de
la quinasa PI3 mediada por ER, y una liberaciororadp del glutamato presinaptico. El
aumento de glutamato sinaptico conduce a un auntenta activacion de los receptores
NMDA postsinapticos seguido de la ramificacion dé#ich y la construccion vy
estabilizacion de las espinas dendriticas (Schwedrzal., 2008). Estos resultados
demuestran que la diferenciacion sexual del cerebediada por estradiol no es un
proceso celular autbnomo en el que solo las nesrgo& contienen ER cambian de
morfologia en respuesta a la exposicion a esteyoki® cambio, un neurotransmisor sirve
como un factor de sefializacion que provoca un camurfologico en toda una red de
células, lo que sugiere que todas las entradagmales a regiones cerebrales sexualmente
diferenciadas, como POA y VMN, se consideran erfmétan segun el sexo del animal,
independientemente de si las sefales entrantesevantes para el sexo o alguna otra

funcién del POA. Tanto el POA como el VMN cumplenahas otras funciones, incluido
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el comportamiento materno, la regulacion de la txatpra y la alimentacion, por nombrar
algunas (Wright et al., 2010).

Uno de los puntos fuertes de nuestro estudio egs|l@ primera vez que se analizan los
genes mitocondriales en la poblacion con IG. Par laido, una de las limitaciones es que
el nUmero de sujetos analizados es pequefio. Paraugstro estudio sea mas robusto,
seria necesario analizar un mayor namero de sujetealidar las conclusiones con un

nuevo analisis de otra poblacion transgénero cractaisticas similares.

En conclusién, nuestros resultados han mostraddagméocondria podria desempefiar un
papel en la base genética de la IG. Ademas, ngesatos continian apoyando la hipotesis
de que la IG es un rasgo complejo multifactoriale gnvolucra intrincadas interacciones
entre esteroides sexuales, receptores de estesmdaales, coactivadores y epigenética.
Ademas, ahora las mitocondrias entran en juego aomfactor mas que podria intervenir

en este complejo proceso a través de la accioglateimato.
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1. El estudio de las frecuencias alélicas de |dsnpofismos situados en la region
promotora del geleSR1mostré diferencias estadisticamente significatpas el
alelo corto del polimorfismo C2 y el alelo A dellipeorfismo C4, en la poblaciéon

de hombres transgénero.

2. El andlisis de las frecuencias haplotipicas miosha asociacién estadisticamente
significativa con la 1G. Asi, el haplotipo 3 (T-L-&) se encontrd
sobrerrepresentado en la poblacion de hombresg#aas, mientras que el

haplotipo 2 (T-L-C-G) se encontr6 sobrerrepresamtadla poblacion cisgénero.

3. Estos datos respaldan los resultados obtenidas/estigaciones previas y sugieren
que los polimorfismos C1, C2, C3 y C4 podrian estaplicados en la base
genética de la IG en la poblaciéon de hombres teresg, mediante su influencia

en la regulacion de la expresion del gSR1

4. El estudio de los coactivadores de los receptoe esteroides mostrd que los
coactivadores NCoA-1, NCoA-2 y p300-CREBBP podidanmismo considerarse
genes candidatos implicados en la base genétita I que actuarian de manera

cooperativa con el ERpara facilitar la regulacion de la expresion deiGSR1

5. El estudio del ADN mitocondrial mostro diferesiestadisticamente significativas
en polimorfismos situados en los genes MT-ND4 y ND5 implicados en la
fosforilacion oxidativa. Por lo tanto, nuestrosuléados sefialan que la mitocondria
podria desempefiar un papel importante en este emmpbceso de la IG a traves

de la accion del glutamato.

6. Nuestros datos contintan respaldando la higdtlessgue la IG es un rasgo complejo
multifactorial, que involucra intrincadas interamues entre genes, esteroides,

receptores de esteroides, coactivadores y ADN woniiahgal.
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8.1. Glosario

Alelos. Formas experimentalmente distinguibles de un genarcador genético. A estas

formas alternativas también se las conoce comamntas alélicas.
Autosoma Cualquier cromosoma de la célula que no es uma@soma sexual.
Cromosoma sexualEn mamiferos son los cromosomas X e Y.

Desequilibrio de ligamiento: Se denomina desequilibrio del ligamiento o LD pos siglas
en inglés [inkage Disequilibriuth a la propiedad de algunos genes de no segregar de
forma independiente, esto es, poseen una frecudadiecombinacion menor del 50 %.
Esto suele deberse a que los dos loci implicadesnsgentran en el mismo cromosoma,

lo que imposibilita su transferencia a la proget@enanera aleatoria.

Fenotipo: Es la descripcion del aspecto observable de dividuo con respecto a una
caracteristica determinada. No obstante, individcas genotipos diferentes pueden

desplegar el mismo fenotipo.

Gameta Células haploides especializadas (6vulos y esgemunides) cuya funcion es

fusionarse con un gameto del sexo opuesto parafarmhuevo (cigoto).

Gen: Segmento de ADN que se transcribe [normalmemeye un marco abierto de lectura

(open reading framey esta asociado a secuencias reguladoras (@jrgbores)].

Genoma La informacion genética total de una célula uaoeja. En los eucariotas, el
término "genoma" se refiere normalmente al ADN eaclmas que al ADN de las

mitocondrias o de los cloroplastos.

Genotipo: Es la descripcion de la informacion genéticagutatpor un organismo. En el caso
mas simple, el genotipo se refiere a la informaenoontrada en un locus, por ejemplo,
A/A, Ala, o ala.

Haplotipo: Conjunto de alelos de loci estrechamente ligadise una region cromosémica

gue se heredan (generalmente) como una unidad.
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Heterocigota Aquellos individuos que producen dos tipos de gas) con respecto, como

minimo, a un gen (A/a).

Homocigota Aquellos individuos que producen sélo un tipogdenetos con respecto a uno

0 mas genes (A/A).

Ligamiento genético (linkage) La propiedad que tienen dos genes que no se drered
(segregan) en forma independiente. Los genes lgya@o encuentran en el mismo

cromosoma.

Locus/loci: Del latin "lugar”. Localizacion de un gen o grug@® genes en un cromosoma.
Segmento de ADN gendmico que no se encuentra sdiafivpor un evento de
recombinacién en un experimento dado. De esta fom#&s de un gen o marcador

pueden ocupar un locus. Loci es el plural de locus.

Marcador: Cualquier secuencia contigua de ADN gendomico sg@ de interés para los
genetistas, ya sea codificante o no. Algunos gpueden ser marcadores, pero no todos

los marcadores son genes.

Polimorfismo: Un gen o marcador es polimérfico cuando encordsamultiples formas
(alelos) en mas del 1% de los miembros de una pidbla

Sexo natal = sexo biologicoSexo definido en el momento del nacimiento, ifidose

exclusivamente al cariotipo, pudiendo ser homb8&X(¥) o mujer (46,XY).

SNP. Single nucleotide polymorphism polimorfismo de nucle6tido Unico es un tipo de
polimorfismo que produce una variacion en un salode bases.

STR: Short tandem repeason secuencias de ADN en las que un fragmentm (@ngafio va
desde dos hasta seis pares de bases) se repi@ndeansonsecutiva. La variacion en el

namero de repeticiones, y no la secuencia repetida, diferentes alelos.
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8.2. Tablas de resultados

Tablas de las frecuencias alélicas y genotipicasoslgpolimorfismos mitocondriales con

significacion estadistica y analisis de su inteédaccon la covariable “sexo”.

Tabla 23.

Andlisis del polimorfismo Affx-79504644

Andlisis del polimorfismo Affx-79504644 (n=187)

Affx-79504644 Frecuencias alélicas

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N° individuos Roporcion
G 188 0,5 74 0,39 114 0,61
A 186 0,5 114 0,61 72 0,39

Affx-79504644 Frecuencias genotipicas

Todos los sujetos Poblacién cis Poblacion trans
Genotipos N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N° individuos Roporcion
AJA 93 0,5 57 0,61 36 0,39
GIG 94 0,5 37 0,39 57 0,61

Affx-79504644 Estudio de asociacion con la IG (n=18&justado por sexo)
Genotipos Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% CI) P AlC BIC
GIG 37 (39,4%) 57 (61,3%) 1
0,003 256,1 265,8

AIA 57 (60,6%) 36 (38,7%) 0,41 (0,23-0,74)

Interaccidn cruzada Affx-79504644 y sexo (n=187, alsis crudo)

mujeres
Genotipos Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% CI) Poblacidgis
GIG 22 21 1 15
A/A 28 25 0,94 (0,42-2,09) 29

P de interaccién:0,0038
Sexo within Affx-79504644 (n=187, analisis crudo)
OR (95% ClI)

Poblacion cis Poblacién trans

GIG mujeres 22 21 1
hombres 15 36 2,51 (1,08-5,88)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
A/A mujeres 28 25 1
hombres 29 11 0,42 (0,18-1,02)

Test de interaccion:0,0038
Affx-79504644 within sexo (n=187, analisis crudo)

Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
mujeres G/G 22 21 1
AJA 28 25 0,94 (0,42-2,09)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
hombres G/G 15 36 1
AIA 29 11 0,16 (0,06-0,40)

Test de interaccién:0,0038

Poblacion trans

hombres

OR (95% ClI)

36 2,51 (1,08-5,88)
11 0,40 (0,16-0,99)
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Tabla 24.

Andlisis del polimorfismo Affx-52321592

Andlisis del polimorfismo Affx-52321592 (n=188)
Affx-52321592 Frecuencias alélicas (n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N° individuos Roporcion
G 362 0,96 188 1 174 0,93
A 14 0,04 0 0 14 0,07
Affx-52321592 Frecuencias genotipicas (n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipos N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N° individuos Roporcion
AJA 7 0,04 0 0 7 0,07
GIG 181 0,96 94 1 87 0,93
Affx-52321592 (n=188)
Genotipos Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% ClI) P AIC BIC
GIG 94 (100%) 87 (92,5%) 1
0,0015 256,4 266,1
AJA 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA)

Interaccion cruzada Affx-52321592 y sexo (n=188, alisis crudo)

mujeres hombres
Genotipos Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% CI) Poblaciowis Poblacién trans OR (95% CI)
GIG 50 43 1 44 44 1,16 (0,65-2,08)
AJA 0 4 0 3

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-52321592 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)

GIG mujeres 50 43 1
hombres 44 44 1,16 (0,65-2,08)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
A/A mujeres 0 4 1
hombres 0 3 1

Test de interaccion: 1
Affx-52321592 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)

mujeres G/G 50 43 1
AJA 0 4

Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
hombres G/G 44 44 1
AJA 0 3

Test de interaccion: 1
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Tabla 25.

Andlisis del polimorfismo Affx-34461959

Andlisis del polimorfismo Affx-34461959 (n=188)

Affx-34461959 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
G 216 0,57 92 0,49 124 0,66
A 160 0,43 96 0,51 64 0,34
Affx-34461959 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo  N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 80 0,43 48 0,51 32 0,34
GIG 108 0,57 46 0,49 62 0,66

Affx-34461959 (n=188)
Genotipo  Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI) P AlC BIC
GIG 46 (48,9%) 62 (66%) 1
0,019 260,9 270,6

AIA 48 (51,1%) 32 (34%) 0,50 (0,28-0,90)

Affx-34461959 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI) Poblaciégis  Poblacion trans  OR (95% CI)
GIG 28 25 1 18 37 2,30 (1,06-5,02)
AJA 22 22 1,12 (0,50-2,49) 26 10 0,43 (0,17-1,07)

P de interaccién: 0,0035
Sexo within Affx-34461959 (n=188, analisis crudo)
Poblacién cis Poblacién trans OR (95% ClI)

GIG mujeres 28 25 1
hombres 18 37 2,30 (1,06-5,02)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
A/A mujeres 22 22 1
hombres 26 10 0,38 (0,15-0,98)

Test de interaccion: 0,0035
Affx-34461959 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

mujeres G/G 28 25 1
A/A 22 22 1,12 (0,50-2,49)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
hombres G/G 18 37 1
AIA 26 10 0,19 (0,07-0,47)

Test de interaccién: 0,0035
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Tabla 26.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381661

Andlisis del polimorfismo Affx-79381661 (n= 188)

Affx-79381661 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos
A 356 0,95 184 0,98 172
G 20 0,05 4 0,02 16
Affx-79381661 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos
AJA 178 0,95 92 0,98 86
GIG 10 0,05 2 0,02 8
Affx-79381661 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% CI) P AlC
AJA 92 (97,9%) 86 (91,5%) 1
GIG 2 (2,1%) 8 (8,5%) 4,28 (0,88-20,71) 0.044 2624
Affx-79381661 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)
mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans OR (95% ClI) Poblaciowis Poblacién trans
A/A 48 44 1 44 42
G/G 2 3 1,64 (0,26-10,26) 0 5

P de interacciéon: 0,078
Sexo within Affx-79381661 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis

Poblacién trans OR (95% ClI)

A/A mujeres 48 44 1
hombres 44 42 1,04 (0,58-1,88)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
GIG mujeres 2 3 1
hombres 0 5

Test de interaccién: 0,078
Affx-79381661 within sexo (n=188, analisis crudo)

Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
mujeres A/A 48 44 1
G/IG 2 3 1,64 (0,26-10,26)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
hombres A/A 44 42 1
G/IG 0 5

Test de interaccion: 0,078

Poblacion trans

Proporcion
0,91
0,09

Poblacion trans

Proporcion
0,91
0,09

BIC

272,1

OR (95% Cl)
1,04 (0,58-1,88)
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Tabla 27.

Andlisis del polimorfismo Affx-92047845

Andlisis del polimorfismo Affx-92047845 (n=188)

Affx-92047845 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
G 370 0,98 182 0,97 188 1
A 6 0,02 6 0,03 0 0
Affx-92047845 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 3 0,02 3 0,03 0 0
GIG 185 0,98 91 0,97 94 1
Affx-92047845 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% CI) P AlC BIC
GIG 91 (96,8%) 94 (100%) 1
0,044 262,4 272,1
AIA 3 (3,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
Affx-92047845 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)
mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans OR (95% ClI) Poblaciéeis  Poblacion trans OR (95% ClI)
G/G 47 47 1 44 47 1,07 (0,60-1,90)
A/A 3 0 0 0 0 ---

P de interaccion: NA
Sexo within Affx-92047845 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis

Poblacién trans OR (95% ClI)

GIG mujeres 47 47 1
hombres 44 47 1,07 (0,60-1,90)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
A/A mujeres 3 0 1
hombres 0 0

Test de interaccion: NA
Affx-92047845 within sexo (n=188, analisis crudo)

Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
mujeres G/G 47 a7 1
A/A 3 0 0
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
hombres G/G 44 47 1
A/A 0 0

Test de interaccion: NA
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Tabla 28.

Andlisis del polimorfismo Affx-89025744

Andlisis del polimorfismo Affx-89025744 (n=188)
Affx-89025744 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
A 362 0,96 188 1 174 0,93
G 14 0,04 0 0 14 0,07
Affx-89025744 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo  N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 181 0,96 94 1 87 0,93
GIG 7 0,04 0 0 7 0,07

Affx-89025744 (n=188)
Genotipo  Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
AJA 94 (100%) 87 (92,5%) 1
0,0018 256,6 266,4

GIG 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA)

Affx-89025744 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacién cis ~ Poblacion trans  OR (95% CI) Poblacideis  Poblacién trans  OR (95% CI)
AJA 50 46 1 44 41 1,01 (0,56-1,82)
GIG 0 1 0 6

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-89025744 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI)

A/A mujeres 50 46 1
hombres 44 41 1,01 (0,56-1,82)
Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% CI)
GIG mujeres 0 1 1
hombres 0 6 1

Test de interaccion: 1
Affx-89025744 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% CI)

mujeres A/A 50 46 1

G/IG 0 1
Poblacion cis Poblacion trans  OR (95% CI)

hombres A/A 44 41 1

G/IG 0 6

Test de interaccion: 1
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Tabla 29.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381669

Andlisis del polimorfismo Affx-79381669 (n=186)
Affx-79381669 Frecuencias alélicas(n=186)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
G 366 0,98 188 1 178 0,97
A 6 0,02 0 0 6 0,03
Affx-79381669 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 3 0,02 0 0 3 0,03
GIG 183 0,98 94 1 89 0,97
NA 2 - 0 - 2 -

Affx-79381669 (n=186)
Genotipo Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% CI) P AlC BIC
GIG 94 (100%) 89 (96,7%) 1
0,041 259,6 269,2

AIA 0 (0%) 3 (3,3%) NA (0,00-NA)

Affx-79381669 y sexo, tabla de interaccion cruzada=186, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans OR (95% Cl) Poblacidris  Poblacion trans  OR (95% ClI)
GIG 50 47 1 44 42 1,02 (0,57-1,82)
AJA 0 0 0 3

P de interaccion: NA
Sexo within Affx-79381669 (n=186, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)

GIG mujeres 50 a7 1
hombres 44 42 1,02 (0,57-1,82)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
A/A mujeres 0 0 1
hombres 0 3

Test de interaccion: NA
Affx-79381669 within sexo (n=186, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

mujeres G/G 50 a7 1

A/A 0 0
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

hombres G/G 44 42 1

A/A 0 3

Test de interaccion: NA
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Tabla 30.

Andlisis del polimorfismo Affx-34462083

Andlisis del polimorfismo Affx-34462083n=188)
Affx-34462083 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
C 366 0,97 188 1 178 0,95
T 10 0,03 0 0 10 0,05
Affx-34462083 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
CiC 183 0,97 94 1 89 0,95
TIT 5 0,03 0 0 5 0,05

Affx-34462083 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
CiC 94 (100%) 89 (94,7%) 1
0,0085 259,5 269,2

TIT 0 (0%) 5 (5,3%) NA (0,00-NA)

Affx-34462083 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciowis Poblacion trans OR (95% ClI)
CiC 50 46 1 44 43 1,06 (0,59-1,90)
TIT 0 1 0 4

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-34462083 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI)

c/C mujeres 50 46 1
hombres 44 43 1,06 (0,59-1,90)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)
TIT mujeres 0 1 1
hombres 0 4 1

Test de interaccion: 1
Affx-34462083 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)

mujeres C/C 50 46 1

TIT 0 1 ---
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)

hombres C/C 44 43 1

T 0 4

Test de interaccion: 1
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Tabla 31.

Andlisis del polimorfismo Affx-89025691

Andlisis del polimorfismo Affx-89025691 (n=188)

Alelos
C
A

Genotipo
AJA
CiC

Genotipo
CiC
AIA

Cc/C
AlA

Affx-89025691 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
366 0,97 188 1 178 0,95
10 0,03 0 0 10 0,05
Affx-89025691 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
5 0,03 0 0 5 0,05
183 0,97 94 1 89 0,95
Affx-89025691 (n=188)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
94 (100%) 89 (94,7%) 1
0,0085 259,5 269,2
0 (0%) 5 (5,3%) NA (0,00-NA)

Affx-89025691 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciowis Poblacion trans OR (95% ClI)
50 46 1 44 43 1,06 (0,59-1,90)
0 1 0 4

P de interaccién: 1

CiC

AIA

Sexo within Affx-89025691 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

mujeres 50 46 1
hombres 44 43 1,06 (0,59-1,90)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
mujeres 0 1 1
hombres 0 4 1

Test de interaccion: 1

mujeres

hombres

Affx-89025691 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

CiC 50 46 1

A/A 0 1 ---
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

Cc/C 44 43 1

A/A 0 4 ---

Test de interaccion: 1
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Tabla 32.

Andlisis del polimorfismo Affx-34462190

Andlisis del polimorfismo Affx-34462190 (n=188)
Affx-34462190 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
T 216 0,57 92 0,49 124 0,66
C 160 0,43 96 0,51 64 0,34
Affx-34462190 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
CiC 80 0,43 48 0,51 32 0,34
TIT 108 0,57 46 0,49 62 0,66

Affx-34462190 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AIC BIC
TIT 46 (48,9%) 62 (66%) 1
0,019 260,9 270,6

ci/C 48 (51,1%) 32 (34%) 0,50 (0,28-0,90)

Affx-34462190 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéis Poblacién trans OR (95% ClI)
TIT 28 25 1 18 37 2,30 (1,06-5,02)
CiC 22 22 1,12 (0,50-2,49) 26 10 0,43 (0,17-1,07)

P de interaccién: 0,0035
Sexo within Affx-34462190 (n=188, analisis crudo)
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

TIT mujeres 28 25 1
hombres 18 37 2,30 (1,06-5,02)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
c/C mujeres 22 22 1
hombres 26 10 0,38 (0,15-0,98)

Test de interaccion: 0,0035
Affx-34462190 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

mujeres T/T 28 25 1
CiC 22 22 1,12 (0,50-2,49)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
hombres T/T 18 37 1
Ci/C 26 10 0,19 (0,07-0,47)

Test de interaccién: 0,0035
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Tabla 33.

Andlisis del polimorfismo Affx-79443447

Andlisis del polimorfismo Affx-79443447 (n=187)
Affx-79443447 Frecuencias alélicas(n=187)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
C 368 0,98 180 0,97 188 1
T 6 0,02 6 0,03 0
Affx-79443447 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
CiC 184 0,98 90 0,97 94 1
TIT 3 0,02 3 0,03 0
NA 1 -- 1 - 0 --

Affx-79443447 (n=187)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
ci/C 90 (96,8%) 94 (100%) 1
0,037 260,6 270,3

TIT 3 (3,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)

Affx-79443447 y sexo, tabla de interaccion cruzada=187, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéis Poblacién trans  OR (95% CI)
CiC 49 47 1 41 47 1,20 (0,67-2,13)
TIT 1 0 0 2 0 0

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-79443447 (n=187, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

c/C mujeres 49 a7 1
hombres 41 a7 1,20 (0,67-2,13)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
TIT mujeres 1 0 1
hombres 2 0 1

Test de interaccion: 1
Affx-79443447 within sexo (n=187, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

mujeres C/C 49 a7 1

TIT 1 0 0
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

hombres C/C 41 47 1

TIT 2 0 0

Test de interaccion: 1
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Tabla 34.

Andlisis del polimorfismo Affx-89025749

Andlisis del polimorfismo Affx-89025749 (n=188)
Affx-89025749 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
G 370 0,98 188 1 182 0,97
A 6 0,02 0 0 6 0,03
Affx-89025749 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 3 0,02 0 0 3 0,03
GIG 185 0,98 94 1 91 0,97

Affx-89025749 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AIC BIC
GIG 94 (100%) 91 (96,8%) 1
0,042 262,3 272

AIA 0 (0%) 3 (3,2%) NA (0,00-NA)

Affx-89025749 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéis Poblacién trans OR (95% ClI)
GIG 50 46 1 44 45 1,11 (0,62-1,98)
AJA 0 1 0 2

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-89025749 (n=188, analisis crudo)
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

GIG mujeres 50 46 1
hombres 44 45 1,11 (0,62-1,98)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
A/A mujeres 0 1 1
hombres 0 2 1

Test de interaccion: 1
Affx-89025749 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

mujeres G/G 50 46 1

A/A 0 1 -
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

hombres G/G 44 45 1

A/A 0 2

Test de interaccion: 1
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Tabla 35.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381684

Andlisis del polimorfismo Affx-79381684 (n=188)
Affx-79381684 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
T 356 0,95 184 0,98 172 0,91
C 20 0,05 4 0,02 16 0,09
Affx-79381684 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N individuos Proporcion N° individuos Prgorcion N° individuos Proporcion
CiC 10 0,05 2 0,02 8 0,09
TIT 178 0,95 92 0,98 86 0,91
Affx-79381684 (n=188)
Genotipo  Poblacién cis  Poblaciéontrans  OR (95% CI) P AlC BIC
TIT 92 (97,9%) 86 (91,5%) 1
0,044 262,4 272,1
ci/C 2 (2,1%) 8 (8,5%) 4,28 (0,88-20,71)

Affx-79381684 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciowis Poblacién trans  OR (95% CI)
TIT 48 44 1 44 42 1,04 (0,58-1,88)
CiC 2 3 1,64 (0,26-10,26) 0 5

P de interacciéon: 0,078
Sexo within Affx-79381684 (n=188, analisis crudo)
Poblacién cis  Poblacién trans OR (95% ClI)

TIT mujeres 48 44 1
hombres 44 42 1,04 (0,58-1,88)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
c/C mujeres 2 3 1
hombres 0 5

Test de interaccion: 0,078
Affx-79381684 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

mujeres  T/T 48 44 1
CiC 2 3 1,64 (0,26-10,26)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
hombres T/T 44 42 1
CiC 0 5

Test de interaccion: 0,078
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Tabla 36.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381690

Andlisis del polimorfismo Affx-79381690 (n=187)

Affx-79381690 Frecuencias alélicas(n=187)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
A 294 0,79 166 0,89 128 0,68
G 80 0,21 20 0,11 60 0,32
Affx-79381690 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AlA 147 0,79 83 0,89 64 0,68
GI/G 40 0,21 10 0,11 30 0,32
NA 1 -- 1 - 0 --

Affx-79381690 (n=187)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans OR (95% CI) P AlC BIC
AIA 83 (89,2%) 64 (68,1%) 1
3,00E-04 252,2 261,9
GIG 10 (10,8%) 30 (31,9%) 3,95 (1,78-8,78)
Affx-79381690 y sexo, tabla de interacciéon cruzada=187, analisis crudo)
mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéis Poblacion trans OR (95% ClI)

A/A 44 38 1 39 26 0,77 (0,40-1,49)
G/G 5 9 2,08 (0,64-6,76) 5 21 4,86 (1,67-14,14)

P de interaccion: 0,18
Sexo within Affx-79381690 (n=187, analisis crudo)
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI)
A/A mujeres 44 38 1
hombres 39 26 0,77 (0,40-1,49)

Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
GIG mujeres 5 9 1
hombres 5 21 2,33 (0,54-10,10)

Test de interaccion: 0,18
Affx-79381690 within sexo (n=187, analisis crudo)

Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
mujeres A/A 44 38 1
G/IG 5 9 2,08 (0,64-6,76)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
hombres A/A 39 26 1
GIG 5 21 6,30 (2,11-18,82)

Test de interaccion: 0,18
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Tabla 37.

Andlisis del polimorfismo Affx-89025669

Andlisis del polimorfismo Affx-89025669 (n=188)

Affx-89025669 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
C 346 0,92 184 0,98 162
T 30 0,08 4 0,02 26
Affx-89025669 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
CiC 173 0,92 92 0,98 81
TIT 15 0,08 2 0,02 13

Affx-89025669 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
CiC 92 (97,9%) 81 (86,2%) 1
0,002 256,9 266,6

TIT 2 (2,1%) 13 (13,8%) 7,38 (1,60-33,98)

Affx-89025669 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciowis Poblacion trans
CiC 49 44 1 43 37
TIT 1 3 3,34 (0,34-33,31) 1 10

P de interaccion: 0,44
Sexo within Affx-89025669 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

c/C mujeres 49 44 1
hombres 43 37 0,96 (0,53-1,74)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
TIT mujeres 1 3 1
hombres 1 10 3,33 (0,16-70,89)

Test de interaccion: 0,44
Affx-89025669 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

mujeres C/C 49 44 1
TIT 1 3 3,34 (0,34-33,31)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
hombres C/C 43 37 1
T 1 10 11,62 (1,42-95,07)

Test de interaccion: 0,44

OR (95% Cl)
0,96 (0,53-1,74)
11,14 (1,37-90,50)
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Tabla 38.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381693

Andlisis del polimorfismo Affx-79381693 (n=188)
Affx-79381693 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
T 334 0,89 180 0,96 154 0,82
C 42 0,11 8 0,04 34 0,18
Affx-79381693 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
CiC 21 0,11 4 0,04 17 0,18
TIT 167 0,89 90 0,96 77 0,82

Affx-79381693 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% CI) P AlC BIC
T 90 (95,7%) 77 (81,9%) 1
0,0021 256,9 266,7

ci/C 4 (4,3%) 17 (18,1%) 4,99 (1,59-15,62)

Affx-79381693 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans OR (95% ClI) Poblaciéwis Poblacion trans OR (95% ClI)
TIT 48 43 1 42 34 0,90 (0,49-1,67)
CiC 2 4 2,23 (0,39-12,80) 2 13 7,26 (1,55-34,00)

P de interaccion: 0,29
Sexo within Affx-79381693 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)

TIT mujeres 48 43 1
hombres 42 34 0,90 (0,49-1,67)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
c/C mujeres 2 4 1
hombres 2 13 3,25 (0,34-31,08)

Test de interaccion: 0,29
Affx-79381693 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

mujeres T/T 48 43 1
CiC 2 4 2,23 (0,39-12,80)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
hombres T/T 42 34 1
ci/C 2 13 8,03 (1,69-38,05)

Test de interaccion: 0,29
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Tabla 39.

Andlisis del polimorfismo Affx-34461653

Andlisis del polimorfismo Affx-34461653 (n=187)
Affx-34461653 Frecuencias alélicas(n=187)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
G 342 0,91 184 0,99 158 0,84
A 32 0,09 2 0,01 30 0,16
Affx-34461653 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo  N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 16 0,09 1 0,01 15 0,16
GIG 171 0,91 92 0,99 79 0,84
NA 1 - 1 - 0 --

Affx-34461653 (n=187)
Genotipo  Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% CI) P AlC BIC
GIG 92 (98,9%) 79 (84%) 1
1,00E-04 249,4 259,1

AIA 1(1,1%) 15 (16%) 17,33 (2,24-134,20)

Affx-34461653 y sexo, tabla de interaccion cruzada=187, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI) Poblaciowis Poblacién trans  OR (95% CI)
GIG 49 41 1 43 38 1,06 (0,58-1,93)
AJA 1 6 7,17 (0,83-62,01) 0 9

P de interaccién: 0,2
Sexo within Affx-34461653 (n=187, analisis crudo)

Poblacién cis Poblacion trans OR (95% ClI)
GIG mujeres 49 41 1
hombres 43 38 1,06 (0,58-1,93)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
A/A mujeres 1 6 1
hombres 0 9

Test de interaccién: 0,2
Affx-34461653 within sexo (n=187, analisis crudo)

Poblacion cis Poblacion trans OR (95% ClI)
mujeres G/G 49 41 1
A/A 1 6 7,17 (0,83-62,01)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% ClI)
hombres G/G 43 38 1
A/A 0 9

Test de interaccién: 0,2
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Tabla 40.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381700

Andlisis del polimorfismo Affx-79381700 (n=188)
Affx-79381700 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
C 306 0,81 166 0,88 140 0,74
T 70 0,19 22 0,12 48 0,26
Affx-79381700 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
CiC 153 0,81 83 0,88 70 0,74
TIT 35 0,19 11 0,12 24 0,26

Affx-79381700 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
CiC 83 (88,3%) 70 (74,5%) 1
0,016 260,6 270,3

TIT 11 (11,7%) 24 (25,5%) 2,58 (1,17-5,69)

Affx-79381700 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéeis  Poblacion trans OR (95% ClI)
CiC 44 41 1 39 29 0,80 (0,42-1,52)
TIT 6 6 1,07 (0,32-3,60) 5 18 3,86 (1,31-11,36)

P de interacciéon: 0,068
Sexo within Affx-79381700 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI)

c/C mujeres 44 41 1
hombres 39 29 0,80 (0,42-1,52)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)
TIT mujeres 6 6 1
hombres 5 18 3,60 (0,80-16,20)

Test de interaccion: 0,068
Affx-79381700 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)

mujeres C/C 44 41 1
TIT 6 6 1,07 (0,32-3,60)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)
hombres C/C 39 29 1
T 5 18 4,84 (1,61-14,56)

Test de interaccion: 0,068
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Tabla 41.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381702

Andlisis del polimorfismo Affx-79381702 (n=188)
Affx-79381702 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
A 362 0,96 188 1 174 0,93
G 14 0,04 0 0 14 0,07
Affx-79381702 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 181 0,96 94 1 87 0,93
GIG 7 0,04 0 0 7 0,07

Affx-79381702 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AIC BIC
AJA 94 (100%) 87 (92,5%) 1
0,0018 256,6 266,4

GIG 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA)

Affx-79381702 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéis Poblacién trans OR (95% ClI)
AJA 50 46 1 44 41 1,01 (0,56-1,82)
GIG 0 1 0 6

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-79381702 (n=188, analisis crudo)
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

A/A mujeres 50 46 1
hombres 44 41 1,01 (0,56-1,82)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
GIG mujeres 0 1 1
hombres 0 6 1

Test de interaccion: 1
Affx-79381702 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

mujeres A/A 50 46 1

G/IG 0 1
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

hombres A/A 44 41 1

G/IG 0 6

Test de interaccion: 1
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Tabla 42.

Andlisis del polimorfismo Affx-89025746

Andlisis del polimorfismo Affx-89025746 (n=188)

Alelos
C
T

Genotipo
CiC
TIT

Genotipo
CiC
TIT

Cc/C
TIT

Affx-89025746 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
356 0,95 184 0,98 172 0,91
20 0,05 4 0,02 16 0,09
Affx-89025746 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
178 0,95 92 0,98 86 0,91
10 0,05 2 0,02 8 0,09
Affx-89025746 (n=188)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
92 (97,9%) 86 (91,5%) 1
0,044 262,4 272,1
2 (2,1%) 8 (8,5%) 4,28 (0,88-20,71)

Affx-89025746 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéis Poblacion trans OR (95% ClI)
48 44 1 44 42 1,04 (0,58-1,88)
2 3 1,64 (0,26-10,26) 0 5

P de interacciéon: 0,078

CiC

TIT

Sexo within Affx-89025746 (n=188, analisis crudo)
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

mujeres 48 44 1
hombres 44 42 1,04 (0,58-1,88)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
mujeres 2 3 1
hombres 0 5

Test de interaccion: 0,078

mujeres

hombres

Affx-89025746 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

Cc/C 48 44 1

TIT 2 3 1,64 (0,26-10,26)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

Cc/C 44 42 1

TIT 0 5 -

Test de interaccion: 0,078
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Tabla 43.

Andlisis del polimorfismo Affx-86496743

Andlisis del polimorfismo Affx-86496743 (n=188)

Affx-86496743 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
T 362 0,96 188 1 174 0,93
C 14 0,04 0 0 14 0,07
Affx-86496743 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
CiC 7 0,04 0 0 7 0,07
TIT 181 0,96 94 1 87 0,93

Affx-86496743 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
TIT 94 (100%) 87 (92,5%) 1
0,0018 256,6 266,4

ci/C 0 (0%) 7 (7,5%) NA (0,00-NA)

Affx-86496743 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéis Poblacion trans
TIT 50 46 1 44 41
CiC 0 1 0 6

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-86496743 (n=188, analisis crudo)
Poblacién cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

TIT mujeres 50 46 1
hombres 44 41 1,01 (0,56-1,82)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)
c/C mujeres 0 1 1
hombres 0 6 1

Test de interaccion: 1
Affx-86496743 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

mujeres T/T 50 46 1

CiC 0 1
Poblacion cis Poblacion trans OR (95% CI)

hombres T/T 44 41 1

CiC 0 6

Test de interaccion: 1

OR (95% Cl)
1,01 (0,56-1,82)
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Tabla 44.

Andlisis del polimorfismo Affx-34461803

Analisis del polimorfismo Affx-34461803 (n=186)

Alelos
T
C

Genotipo
CiC

TIT

NA

Genotipo
TIT
C/C

TIT
Cc/C

Affx-34461803 Frecuencias alélicas(n=186)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
342 0,92 178 0,97 164 0,87
30 0,08 6 0,03 24 0,13
Affx-34461803 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
15 0,08 3 0,03 12 0,13
171 0,92 89 0,97 82 0,87
2 - 2 - 0 -
Affx-34461803 (n=186)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
89 (96,7%) 82 (87,2%) 1
0,014 257,6 267,2
3(3,3%) 12 (12,8%) 4,36 (1,19-16,01)

Affx-34461803 y sexo, tabla de interaccion cruzada=186, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciowis Poblacion trans OR (95% ClI)
46 42 1 43 40 1,02 (0,56-1,86)
3 5 1,83 (0,41-8,11) 0 7

P de interaccion: 0,04

TIT

CiC

Sexo within Affx-34461803 (n=186, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI)

mujeres 46 42 1
hombres 43 40 1,02 (0,56-1,86)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)
mujeres 3 5 1
hombres 0 7

Test de interaccién:0,04

mujeres

hombres

Affx-34461803 within sexo (n=186, analisis crudo)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)

TIT 46 42 1

CiC 3 5 1,83 (0,41-8,11)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)

TIT 43 40 1

CiIC 0 7

Test de interaccién:0,04

188



ANEXOS

Tabla 45.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381709

Andlisis del polimorfismo Affx-79381709 (n=188)
Affx-79381709 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacién N° individuos Proporcion
G 344 0,91 182 0,97 162 0,86
A 32 0,09 6 0,03 26 0,14
Affx-79381709 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 16 0,09 3 0,03 13 0,14
GIG 172 0,91 91 0,97 81 0,86

Affx-79381709 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
GIG 91 (96,8%) 81 (86,2%) 1
0,0076 259,3 269

AIA 3 (3,2%) 13 (13,8%) 4,86 (1,32-17,87)

Affx-79381709 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéeis  Poblacion trans OR (95% ClI)
GIG 49 44 1 42 37 0,98 (0,54-1,79)
AJA 1 3 3,34 (0,34-33,31) 2 10 5,57 (1,16-26,81)

P de interaccién: 0,71
Sexo within Affx-79381709 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI)

GIG mujeres 49 44 1
hombres 42 37 0,98 (0,54-1,79)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)
A/A mujeres 1 3 1
hombres 2 10 1,67 (0,11-25,43)

Test de interaccion: 0,71
Affx-79381709 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)

mujeres G/G 49 44 1
A/A 1 3 3,34 (0,34-33,31)
Poblacion cis Poblaciéontrans  OR (95% CI)
hombres G/G 42 37 1
AIA 2 10 5,68 (1,17-27,59)

Test de interaccién: 0,71

189



Enrique Delgado Zayas

Tabla 46.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381711

Andlisis del polimorfismo Affx-79381711 (n=188)

Affx-79381711 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
G 336 0,89 180 0,96 156 0,83
A 40 0,11 8 0,04 32 0,17
Affx-79381711 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
A/A 20 0,11 4 0,04 16 0,17
GIG 168 0,89 90 0,96 78 0,83
Affx-79381711 (n=188)
Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
GIG 90 (95,7%) 78 (83%) 1
A/A 4 (4,3%) 16 (17%) 4,59 (1,46-14,37) 0.0038 258 2618

Affx-79381711 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI) Poblacidgis PotI?&I::](;ién
GIG 47 43 1 43 35
AIA 3 4 1,46 (0,31-6,89) 1 12

P de interaccion: 0,06
Sexo within Affx-79381711 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

GIG mujeres 47 43 1
hombres 43 35 0,89 (0,48-1,63)
Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% ClI)
A/A mujeres 3 4 1
hombres 1 12 9,00 (0,72-113,02)

Test de interaccion: 0,06
Affx-79381711 within sexo (n=188, andlisis crudo)
Poblacion cis ~ Poblacion trans OR (95% ClI)

mujeres G/G 47 43 1
A/A 3 4 1,46 (0,31-6,89)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
hombres G/G 43 35 1
A/A 1 12 14,74 (1,83-118,99)

Test de interaccion: 0,06

OR (95% CI)

0,89 (0,48-1,63)
13,12 (1,64-105,15)
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Tabla 47.

Andlisis del polimorfismo Affx-79381717

Andlisis del polimorfismo Affx-79381717 (n=188)
Affx-79381717 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Alelos N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
G 368 0,98 188 1 180 0,96
A 8 0,02 0 0 8 0,04
Affx-79381717 Frecuencias genotipicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacién trans
Genotipo N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
AJA 4 0,02 0 0 4 0,04
GIG 184 0,98 94 1 90 0,96

Affx-79381717 (n=188)

Genotipo Poblacion cis  Paoblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
GIG 94 (100%) 90 (95,7%) 1
A/A 0 (0%) 4 (4,3%) NA (0,00-NA) 0.018 2608 270.5

Affx-79381717 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciéwis Poblacion trans OR (95% ClI)
GIG 50 45 1 44 45 1,14 (0,64-2,03)
AJA 0 2 0 2

P de interaccion: 1
Sexo within Affx-79381717 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% Cl)

GIG mujeres 50 45 1
hombres 44 45 1,14 (0,64-2,03)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)
A/A mujeres 0 2 1
hombres 0 2 1

Test de interaccion: 1
Affx-79381717 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

mujeres G/G 50 45 1

A/A 0 2
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

hombres G/G 44 45 1

A/A 0 2

Test de interaccion: 1
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Tabla 48.

Andlisis del polimorfismo Affx-34461862

Andlisis del polimorfismo Affx-34461862 (n=188)

Alelos
G
A

Genotipo
AJA
GIG

Genotipo
GIG
AIA

GIG
AlA

Affx-34461862 Frecuencias alélicas(n=188)

Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
N° individuos Proporcion N° individuos Propacion N° individuos Proporcion
370 0,98 182 0,97 188 1
6 0,02 6 0,03 0
Affx-34461862 Frecuencias genotipicas(n=188)
Todos los sujetos Poblacion cis Poblacion trans
N° individuos Proporcion N° individuos Proporcion N individuos Proporcion
3 0,02 3 0,03 0 0
185 0,98 91 0,97 94 1
Affx-34461862 (n=188)
Poblacion cis  Poblacion trans  OR (95% CI) P AlC BIC
91 (96,8%) 94 (100%) 1
0,042 262,3 272
3 (3,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)

Affx-34461862 y sexo, tabla de interaccion cruzada=188, analisis crudo)

mujeres hombres
Poblacion cis  Poblacién trans  OR (95% CI) Poblaciowis Poblacién trans OR (95% ClI)
48 47 1 43 47 1,12 (0,63-1,99)
2 0 0 1 0 0

P de interaccién: 1

G/G

AIA

Sexo within Affx-34461862 (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis  Poblacion trans OR (95% ClI)

mujeres 48 a7 1
hombres 43 47 1,12 (0,63-1,99)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% ClI)
mujeres 2 0 1
hombres 1 0 1

Test de interaccion: 1

mujeres

hombres

Affx-34461862 within sexo (n=188, analisis crudo)
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

GIG 48 47 1

A/A 2 0 0
Poblacion cis Poblacién trans OR (95% CI)

GIG 43 47 1

A/A 1 0 0

Test de interaccion: 1
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ABSTRACT

Introduction: Gender incongruence defines a state in which individuals feel discrepancy between the sex
assigned at birth and their gender. Some of these people make a social transition from male to female (trans
women) or from female to male (trans men). By contrast, the word cisgender describes a person whose gender
identity is consistent with their sex assigned at birth.

Aim: To analyze the implication of the estrogen receptor a gene (ESRI) in the genetic basis of gender
incongruence.

Main Outcome Measures: Polymorphisms 159478245, rs3138774, rs2234693, rs9340799.

Method: We carried out the analysis of 4 polymorphisms located at the promoter of the ESRI gene
(C1 = 159478245, C2 = 153138774, C3 = 152234693, and C4 = rs9340799) in a population of 273 trans
women, 226 trans men, and 537 cis gender controls. For SNP polymorphisms, the allele and genotype fre-
quencies were analyzed by x test. The strength of the SNP associations with gender incongruence was measured
by binary logistic regression. For the STR polymorphism, the mean number of repeats were analyzed by the
Mann—Whitney U test. Measurement of linkage disequilibrium and haplotype frequencies were also performed.

Results: The C2 median repeats were shorter in the trans men population. Genotypes S/S and S/L for the C2
polymorphism were overrepresented in the trans men group (P = .012 and P = .003 respectively). We also
found overtransmission of the A/A genotype (C4) in the trans men population (P = .017), while the A/G
genotype (C4) was subrepresented (P = .009]. The analyzed polymorphisms were in linkage disequilibrium. In
the trans men population, the T(C1)-L(C2)-C(C3)-A(C4) haplotype was overrepresented (P = .019) while the
T(C1)-L(C2)-C(C3)-G(C4) was subrepresented (P = .005).

Conclusion: The ESRI is associated with gender incongruence in the trans men population. Ferndndez R,
Delgado-Zayas E, Ramirez K, et al. Analysis of Four Polymorphisms Located at the Promoter of the
Estrogen Receptor Alpha ESRI Gene in a Population With Gender Incongruence. Sex Med
2020;8:490—500.
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Analysis of ERa in Gender Incongruence

INTRODUCTION

Gender identities are classified into “transgender” and “cis-
gender” umbrellas.” Transgender is an adjective used to describe
a diverse group of individuals whose gender identity is different
(in varying degrees) from their sex assigned at birth. Cisgender is
used to refer to a gender identity that matches a person’s sex
assigned at birth.

When an individual applies for transgender health care, he or
she may receive a diagnosis based on fulfillment of DSM
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) or ICD
(International Classification of Diseases) criteria. Gender incon-
gruence” or gender dysphoria’ criteria defines a condition in
which individuals experience a discrepancy between the sex
assigned at birth and the gender they identify with. Both terms
are more dimensional (less binary) than the previous versions,
and therefore, the diagnosis is applicable to a larger group of
individuals. Moreover, gender incongruence has been removed
from the chapter of Mental and Behavioral Disorders and moved
to a new section (Conditions Related to Sexual and Gender
Health). Nevertheless, the individuals diagnosed with gender
incongruence represent a subsample of the total spectrum of
transgender people.4

Genetic studies on transgender populations are often based on
individuals whose “experienced gender” is more binary, that is,
their identification is with “the opposite sex,” “preferred sex,” or
“the other sex” (terms currently used in the ICD-10" and DSM-
4-TR®). Many of these people make a social transition from male
to female (trans women) or from female to male (trans men),
through cross-sex hormonal treatment and subsequent physical
adaptation through surgery.”

The origin of gender incongruence seems to be multifactorial.
It might be associated with neurodevelopmental processes of the
brain.” '? A genetic component may also be involved because
siblings of transgender individuals are more likely to be trans-
gender, compared with the general population.’"*'* Most genetic
studies that analyze the genetic component of gender formation
examine the implication of genetic polymorphisms related to the
androgen receptor AR,"”'¥ the aromatase CYP19A1,"”"'* the

13—19

estrogen receptors ER («a and §), as well as haplotypes and

the interaction effects (epistasis) between polymorphisms.’

Estrogen is produced in many regions of the brain including
the hippocampus, the cortex, the cerebellum, the hypothalamus,
and the amygdala.”" The actions of estradiol in the developing
brain are generally permanent and range from the establishment
of sexual differences (cerebral dimorphism) to generalized trophic
and neuroprotective effects.”” For this reason, given the impor-
tance of estrogens in brain dimorphism, and based on our

16,18-20,23,24
’ 2% we analyzed 4 poly-

previous genetic studies,
morphisms at/or flanking the promoter of the estrogen receptor
alpha ESRI gene (Table 1), that encodes the estrogen receptor
alpha (ERa), an estrogen-activated transcription factor with a

4-fold higher afhinity for estrogens than ER beta (ERB).”

Sex Med 2020;8:490—-500
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METHODS AND MATERIALS

Participants

The initial population was 323 trans women, 235 trans men,
and 252 cis women and 285 cis men controls, recruited through
the Gender Units of the Clinic Hospital of Barcelona (Spain) and
the Regional Universitario Hospital of Mdlaga (previously Carlos
Haya Hospital) (Spain) since 2010.

To obtain a homogeneous sample, avoiding stratification, we
applied the following criteria: The inclusion criteria for the
transgender groups were as follows: (1) presenting gender
incongruence according to the ICD-11, (2) gender identification
with the other gender (male or female), (3) presenting early-life
onset of gender nonconformity before or at puberty, (4) being
sexually attracted to persons with the same biological sex, (5)
having no sexual development disorder, (6) being aged between
18 and 47 years old at enrollment.

At the time of recruitment, transgender people met diagnostic
criteria according to ICD-10" and DSM-4-TR® as assessed by
means of several interviews by experienced psychiatrists and
psychologists of both teams. To avoid stigmatization of mental
disorders, diagnosis was relabeled to gender incongruence.” In
the current sample, changes do not interfere with the interpre-
tation of our results because transgender participants explicitly
reported feelings of belonging to the other gender and commu-
nicated the desire for hormonal and surgical gender affirmation
treatment.

Early-life onset was established by interviews evaluating
whether the gender incongruence was present in childhood
(before puberty). Sexual orientation in trans women and
trans men was recognized by asking which partner (a man, a
woman, both or neither) they would prefer or feel attraction
to, if they were completely free to choose and their body
did not interfere. Trans women and trans men underwent
endocrinological hormonal assessment to rule out hormonal
and sexual development disorders. Clinical and sociodemo-
graphic characteristics from a similar transsexual Spanish
population attended to at the same reference unit have been

>

described in detail elsewhere.?®

The DNA samples of the cisgender group were recruited from
the biobanc generated for the Pizarra study,”” in which all par-
ticipants signed the informed consent for donation of the sam-
ples to the biobanc of the Regional Universitario Hospital of
Mdlaga for medical research studies. In the Pizarra study, in-
dividuals were excluded if they had been hospitalized for any
reason in the 4 weeks before the evaluation, if they were preg-
nant, or had a severe medical or psychiatric disorder. In addition,
cisgender participants were asked about any existing acute or
chronic medical conditions, and if they identified themselves as
woman, man, or other nonbinary identities. Our inclusion
criteria for cis gender subjects were as follows: (1) age between 18
and 47 years old at enrollment; (2) identification as male or
female.
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Table 1. Description of polymorphisms and PCR conditions to amplify the polymorphic regions

6Yy

Global European
1000 1000 Our
Regulation ~ Polymorphism DNA Digestion Cenomes Genomes study Genotypes
Polymorphism Alias Gene Chromosome by Ensembl type variation enzyme  frequency frequency frequency resulting Primers
rsO478245 C1  ESRI 6g25. Promoter SNP T/C BsrDI C=012 C=0.02 C=0.02 C/C 5-TTCTCCTTTCCCCTGTTCC-*
-q25.2 5 prime o) 5-AGACCCCCAGTATTGCAG-
UTR TT TG-%
variant
rs3138774 2 " " Promoter STR (TA)n - - - - S/S 5-GACGCATGATATACTTCACC-
S/L 3'FAM
L/L 5-GCAGAATCAAATATCCA-
GATG-3'
rs2234693 (G5 T " Intron SNP T/C Pvull C=045 C=042 C=043 C/C 5 -GATATCCAGGGTTATGTGGCA-
promoter_ T 3
flanking_ T 5-AGGTGTTGCCTATTAT-
region ATTAACCTTGA-3
rs9340799 c4 " i Intron SNP A/G Xbal G=028 G=031 G=0.35 GG 5'-GATATCCAGGGTTATG-
promoter_ A/G TGGCA-3
flanking_ A/A 5'-AGGTGTTGCCTATTATATT-
region AACCTTGA-3

SNP = single-nucleotide polymorphism; STR = short tandem repeat.
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Figure 1. Adaptation of approximate positions of the analyzed polymorphisms in the ESR1 gene. Boxes indicate exons, and lines indicate
introns. Exon numbering is based on the primary transcripts as annotated in Ensembl (genome database project https://www.ensembl.org/
index.html). The dotted lines and unnumbered exons indicate introns and exons of alternative transcripts. The arrows indicate the
approximate positions of polymorphisms. Each polymorphism is labeled with the reference number (rs) assigned by NCBI (National Center

for Biotechnology Information). Modified from Maney.””

The exclusion criteria for all groups were: (1) presence of
neurological or psychiatric disorders, (2) presence of hormonal
disorders, (3) history of alcohol and/or drug abuse, (4) hospi-
talization for any reason in the 4 weeks before the evaluation, (5)
having a severe medical or psychiatric disorder, (6) chromosome
aneuploidy, inversions, and/or translocations.

To rule out the presence of psychiatric disorders and substance
abuse within all transgender participants, the Mini-International
Neuropsychiatric Interview”® was administered.

Applying the first 5 criteria, we excluded 39 trans women and
1 trans man. We also excluded individuals with chromosome
aneuploidy, inversions, and translocations (11 trans women and
8 trans men).”” The final sample was made up of an extremely
carefully chosen population of 273 trans women, 226 trans men,
252 cis women, and 285 cis men.

The study obtained the approval of the Ethics Committees of
the Clinic Hospital, the Regional Universitario Hospital of
Mdlaga and Universidad Nacional de Educacién a Distancia
(Madrid). All participants in the study signed an informed
consent protocol beforehand.

Molecular Analysis

Genomic DNA was extracted from EDTA blood samples
using the DNeasy Blood & Tissue Kit from Qiagen (Madrid,
Spain). The analyzed polymorphisms were 3 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) C1 = rs9478245, C3 = 52234693, and
C4 = rs9340799; and one short tandem repeat polymorphism
(STR): C2 = rs3138. According to the Ensembl database (www.
ensembl.org/), Cl and C2 polymorphisms are located in the
ESRI promoter, while C3 and C4 are located in the promoter
flanking region (Table 1).

For SNPs (C1, C3, and C4), genotyping was performed by
the overnight digestion of the PCR products with the corre-
sponding digestion enzyme: BsrDI (Thermo Scientific, Madrid,
Spain), Pvull (BioLabs, Madrid, Spain) or Xba/ (Roche, Madrid,
Spain), respectively. The digestion products were visualized in a
6% polyacrylamide electrophoresis gel (GE Healthcare, Madrid,
Spain). The genotypes resulting from BsrDI and Pvull digestion
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were C/C, C/T, and T/T. And for Xbal were G/G, A/G, and A/
A (Table 1).

For STR polymorphism (C2), genotyping was performed by
automated capillary electrophoresis (3130 XL Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Madrid, Spain), and allele length was
determined by the GeneMapper-5 program (2012 Applied
Biosystems, Madrid, Spain).

Statistical Analyses

The analyses were conducted by chromosomic sex, in 2 in-
dependent populations: individuals assigned as females at birth
and individuals assigned as males at birth, using SPSS 23.0 (IBM
Corp, Armonk, NY, USA), considering significant a P value
lower than 0.05.

For SNP polymorphisms (C1, C3, and C4), the allele and
genotype frequencies were analyzed by x> test. The strength of
the associations with gender incongruence was measured by bi-
nary logistic regression, estimating the odds ratio (OR) for each
genotype combination.

For STR polymorphism (C2), the mean number of repeats
was analyzed by the Mann—Whitney U test. Subsequently, it
was necessary to transform the C2 polymorphism into a
dichotomous variable, short (S) vs long (L) alleles, taking as a
cutoff the median obtained in the corresponding control group,
resulting in the genotypes S/S (short-short), L/L (long-long), and
S/L (short-long).

The 4 polymorphisms analyzed are located in the same
chromosome, very close to each other (Table 1; Figure 1), and
tend to be inherited together with a very high degree of corre-
lation called linkage disequilibrium being observed. In addition,
given that haplotypes may themselves be causal variants,”’ we
were also interested in the simultaneous analysis of multiple loci
(haplotypes).

Measurement of linkage disequilibrium, designated as D’ and
12, and subsequent measurement of haplotype frequencies were
performed using the free online software SNPStats (http://
bioinfo.iconcologia.net/SNPstats),31 using logistic regression
models to determine the strength of the associations. The false
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Figure 2. The allele frequency of TA repeats for the C2 polymorphism in trans men and control cis women.

positives were controlled with the Bonferroni correction. In all
analyses, a missing value for any response, polymorphism, or
covariate was cause for exclusion of that individual from the
analysis.

RESULTS

The final sample was made up of a highly homogeneous
population of 273 trans women, 226 trans men, 252 cis women,
and 285 cis men, after applying inclusion and exclusion criteria
(39 trans women and 1 trans man were excluded), and excluding
individuals with chromosome aneuploidy, inversions, and
translocations (11 trans women and 8 trans men).

The polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium.
The C2 allele distribution was consistently bimodal in all groups

(Figures 2 and 3), with 2 peaks around 15 and 24 repeats. The
number of repeats ranged from 10 to 28. When the mean
number of repeats was analyzed by the Mann—Whitney U test, a
difference was identified in the trans men population, having a
significantly shorter median (16 repeats) with respect to cis
women controls (18 repeats) (Z = -2.035, P = .042). The mean
number of repeats between trans women (17 repeats) and cis
men controls (18 repeats) was not significant (Z = -0.610,

P = 542).

A2nalysis of the Allele and Genotype Frequencies by
X

We found significant differences in the distribution of the
allele frequencies in the trans men vs cis women groups. We

found over transmission of the C2 allele S and the C4 allele A in

40%

35%

30%

25%

Frequencies
N
o
X

15

X

10%

5%

0% -

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

TA repeats

Cismen M Transwomen
Figure 3. The allele frequency of TA repeats for the C2 polymorphism trans women and control cis men.
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Table 2. C2 polymorphism association analysis with gender incongruence, in different models of inheritance

(2 association with transsexualism

Cis Trans

Model Genotype groups (%) groups (%) OR (95% CI) p AlC BIC

Codominant S/S 22.4 31.8 1.00 (reference) - 572.3 588.8
S/L 52 494 0.67 (0.42-1.06) .07
L/L 25.7 18.8 0.52 (0.30—0.93) .023*

Dominant S/S 22.4 31.8 1.00 (reference) - 5711 583.5
S/L-L/L 776 68.2 0.62 (0.40—-0.96) .035*

Recessive S/S-S/L 74.3 81.2 1.00 (reference) - 573.2 585.5
L/L 25.7 18.8 0.68 (0.42—-1.11) 12

Overdominant S/S-L/L 48 50.6 1.00 (reference) - 575.3 587.7
S/L 52 494 0.89 (0.60—1.33) 57

Log-additive — — — 0.72 (0.54—0.96) .023* 570.4 582.8

OR = odds'’ ratio; AlIC = Akaike’s information criterion; BIC = Bayesian information criterion.
The risk for each genotype is compared with regards to the reference category (1.00 reference).

*Statistically significant (P <.05).

the trans men population (x> = 5.175; P = .023 and

x> = 4.952; P = .026, respectively).

Association Analysis of Each Polymorphism With
Gender Incongruence

We found significant differences in the analysis of the strength
of the association with gender incongruence. The odds ratio
(OR) analysis for the C2 and C4 polymorphisms showed sig-
nificant differences for multiple patterns of inheritance (Tables 2
and 3). Genotypes S/S and S/L for C2 (Table 4) were genetic risk
factors (OR>1) for the somatically female population
[OR = 2.62 (1.23-5.58); P = .012 and OR = 2.32 (1.32-4.06);
P = .003, respectively]. With respect to the C4 polymorphism
(Table 5), the A/G genotype showed a genetic protective effect

(OR<1) for the somatically female population [OR = 0.35
(0.16-0.77); P = .009] with respect to the A/A genotype.

Haplotype Analysis

The T allele for C1 was linked to the short (S) allele for C2, to the
T allele for C3 and to the A allele for C4 (haplotype 1: T-S-T-A)
(Table 6). However, the C allele for C1 was linked to the long (L)
allele for C2, to the C allele for C3 and to the G allele for C4
(haplotype 6: C-L-C-G) (Table 6). The more frequent haplotypes
were T-S-T-A (46.5%) and T-L-C-G (31.12%), while the
haplotypes C-S-T-A and C-L-C-A (Table 6) were not present.

Haplotype interaction analysis with covariate “sex” (Table 7)
showed that the haplotype 2: T-L-C-G represents a genetic
protective factor [OR = 0.54 (0.35-0.83); P = .005] for in-
dividuals assigned as females at birth, and it is overrepresented in

Table 3. C4 polymorphism association analysis with gender incongruence in cis women and trans men, in different models of inheritance

C4 association with transsexualism

Cis Trans

Model Genotype women (%) men (%) OR (95% CI P AIC BIC

Codominant A/A 31.7 55.2 1.00 (reference) - 174.2 182.8
A/G 53.3 32.8 0.35 (0.16—0.77) .024*
G/G 15 1.9 0.46 (0.15-1.37) 169

Dominant A/A 31.7 55.2 1.00 (reference) - 172.5 178.1
A/G-G/G 68.3 448 0.38 (0.18—0.78) 007+t

Recessive A/A-A/G 85 88.1 1.00 (reference) - 179.4 185.1
G/G 15 1.9 0.77 (0.28-2.14) .61

Overdominant A/A-G/G 46.7 67.2 1.00 (reference) - 174.2 179.9
A/G 53.3 32.8 0.43 (0.21-0.88) .015*

Log-additive — — — 0.57 (0.34—0.96) .03* 175 180.6

OR = odds’ ratio; AIC = Akaike’s information criterion; BIC = Bayesian information criterion.
The risk for each genotype is compared with regards to the reference category (1.00 reference).

*Statistically significant (P <.05).
TSigniﬁcant after the Bonferroni correction (P < .05/4 = 0.0125).

Sex Med 2020;8:490—-500
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Table 4. Interaction analysis of the C2 polymorphism with covariate “sex”

Ferndndez et al

Sex within polymorphism C2

Cis groups (%) Trans groups (%) OR (95% CI) P
S/S XY 8.95 393 1.00 (reference) -
XX 5.90 6.77 2.62 (1.23—-5.58) 012+
S/L XY 20.31 6.33 1.00 (reference) -
XX 1419 10.26 2.32 (1.32—4.06) 003"
L/L XY 9.83 3.06 1.00 (reference) -
XX 7.21 3.28 1.46 (0.62—3.44) 393
Polymorphism C2 within sex
Cis groups (%) Trans groups (%) OR (95% CI) P
XY S/S 8.95 393 1.00 (reference) -
S/L 20.31 6.33 0.71 (0.36—-1.42) 333
L/L 9.83 3.06 0.71 (0.31-1.60) 421
XX S/S 5.90 6.77 1.00 (reference) -
S/L 1419 10.26 0.63 (0.33-1.19) 158
L/L 7.21 3.28 0.40 (0.18—0.88) .023*

The risk for each genotype is compared with regards to the reference category (1.00 reference).

*Statistically significant (P <.05).
TSigniﬁcant after the Bonferroni correction (P < .05/4 = 0.0125).

the cis women population; while haplotype 3: T-L-C-A is
overrepresented in individuals assigned as females at birth
[OR = 6.35 (1.35-29.96); P = .019] vs individuals assigned as

males.

DISCUSSION

We detected an association between the estrogen receptor «
gene ESRI promoter and gender incongruence, in the trans men
population. Allele S (C2) and allele A (C4) were overrepresented
and significantly associated with gender incongruence in our
trans men population. Data from the C4 polymorphism

Furthermore, haplotypes are also associated with gender
incongruence. The haplotype 3: T-L-C-A was overrepresented in
the trans men population, while the haplotype 2: T-L-C-G was
overrepresented in cis populations. A theoretical analysis model
of the ESRI promoter”” predicted that the C1 (C) and C2 (L)
minor alleles disrupted the transcription factor binding site for
the sex-determining region on the Y chromosome, Sry-related
HMG box-5 (SOX5), and the nerve growth factor-induced
protein C (NGF1C), respectively. In addition, the C allele for
C3 was predicted to remove the transcription factor binding sites
for activating enhancer binding protein 4 (AP-4) in the sense
strand, and the zinc finger protein ZNF238 (RP58) in the

corroborate our previous publication.

19,20

. 2 .
antisense strand.”” Furthermore, C2 and C3 are located in a

Table 5. Interaction analysis of the C4 polymorphism with covariate “sex”

Sex within C4 polymorphism

Cis groups (%) Trans groups (%) OR (95% CI) P
A/A XY 52.27 37.25 1.00 (reference) -
XX 31.67 55.22 2.36 (1.04-5.36) .039*
A/G XY 36.36 4510 1.00 (reference) -
XX 53.33 32.84 0.48 (0.21-111) .084
G/G XY 1.36 17.65 1.00 (reference) -
XX 15 1.94 0.49 (0.12-2.1M) 335
Polymorphism C4 within sex
Cis groups (%) Trans groups (%) OR (95% CI) P
XY A/A 52.27 3725 1.00 (reference) -
A/G 36.36 4510 1.74 (0.72—4.20) 220
G/G 1.36 17.65 218 (0.62—-7.61) 225
XX A/A 31.67 55.22 1.00 (reference) -
A/G 53.33 32.84 0.35 (016—0.77) 009"
G/G 15 1N.94 0.46 (0.15—1.37) 17

The risk for each genotype is compared with regards to the reference category (1.00 reference).

*Statistically significant (P <.05).

tSignificant after the Bonferroni correction (P < .05/4 = 0.0125).

Sex Med 2020;8:490-500
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Table 6. Haplotype frequencies estimation

497

Haplotypes
a 2 (65 C4 Total Cis groups Trans groups Cumulative frequency

1 T S T A 0.465 0.444 0.492 0.465
2 T L C G 0.31 0.327 0.286 0.776
3 T L C A 0.086 0.070 0.099 0.862
4 T L T A 0.065 0.084 0.045 0.926
5 T S T G 0.020 0.015 0.024 0.947
6 C L C G 0.017 0.019 0.020 0.964
7 T S C A 0.016 0.024 0.008 0.980
8 T S C G 0.012 0.016 0.015 0.992
9 C S C G 0.008 0 0.01 1

10 C S T A 0 0 0 1

ll C L C A 0 0 0 1

highly conserved region across species,”” and according to
Mooney, this enhances the possible implication of these 2
polymorphisms in the genetic basis (genetic vulnerability) of

. 33,34
transgender incongruence.

Taking into account these considerations of the biological
importance of these polymorphisms,” our results suggest that

Table 7. Haplotype and sex cross-classification interactions

C2 might be a functional polymorphism influencing ESRI
expression regulation. However, these predictions need to be
confirmed by transcription factor binding experiments.

In addition, C3 and C4 polymorphisms are located in the first
intron of the ESRI gene and have a demonstrated significant
effect on the level of protein synthesis.”® Herrington et al”’ noted

Haplotypes Population with XY karyotype Population with XX karyotype

a 2 3 C4 Frequency OR (95% CI) P OR (95% CI) P
1 T S T A 0.468 1.00 (reference) - 1.00 (reference) -
2 T L C G 0.306 1.01 (0.67—-1.54) .966 0.54 (0.35—-0.83) .005*"
3 T L C A 0.083 0.61(0.22-1.69) 347 2.53 (0.74—8.63) 139
4 T L T A 0.066 0.35 (0.07-1.83) .209 0.43 (0.15-1.21) 113
5 T S T G 0.021 2.20 (0.39-12.50) 379 - -
6 C L C G 0.019 - - 0.37 (0.07-1.82) 234
7 T S C A 0.016 111 (0.13—-9.64) 931 - -
8 T S C G 0.014 - - 0.66 (0.07—-6.49) 732
rare 0.006 - - - -
Haplotypes Population with XY karyotype Population with XX karyotype

cl 2 a3 C4 Frequency OR reference OR (95% CI) P
1 T S T A 0.468 1.00 (reference) 1.52 (0.83—2.80) 178
2 T L C G 0.306 1.00 (reference) 0.81 (0.48-1.37) 439
3 T L C A 0.083 1.00 (reference) 6.35 (1.35—259.96) .015*
4 T L T A 0.066 1.00 (reference) 1.90 (0.33-11.02) 482
5 T S T G 0.021 1.00 (reference) - -
6 C L C G 0.019 1.00 (reference) - -
7 T S C A 0.016 1.00 (reference) - -
8 T S C G 0.014 1.00 (reference) - -
rare 0.006 1.00 (reference) - -

The risk for each haplotype is compared with regards to the reference category (1.00 reference).

*Statistically significant (P <.05).
TSigniﬁcant after the Bonferroni correction (P < .05/4 = 0.0125).

Sex Med 2020;8:490—-500
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that the T/C variation for C3 results in a potential binding site
for transcription factors that could enhance in vitro transcription.
Thus, in some settings, the presence of the allele C (C3) might
amplify ESRI transcription. Maruyama et al’® also detected a
small but significant enhancing activity that differed between
haplotypes: enhancer activity by allele G (C4) was higher than
the activity by allele A. Tangentially, pharmacogenetic studies on
osteoporosis have suggested that women with haplotype C(C3)-
G(C4) have a greater sensitivity to estrogen treatment than other

39
women.

In summary, data from cell-based assays, gene expression
studies, and the fact that SNPs located in or near promoters have
functional implications in gene expression40 4
polymorphisms might be functional SNPs influencing ESRI
expression regulation. And thus, haplotypes T-L-C-A and T-L-
C-G could be involved in the genetic vulnerability of gender

suggest that these

incongruence in the trans men population.

In humans, the ESRI and ESR2 genes encode the estrogen
receptors ERa and ERp, respectively, members of a family of
nuclear receptor transcription factors, which are activated by
estrogens. The 2 ERs exhibit different brain tissue distribution,
exhibit different estrogen-binding affinities,”” and also have
distinct transcriptional properties.”” Once bound by estrogens,
the ER undergoes a dimerization (homodimer ERa-a, homo-
dimer ERB-B, or heterodimer ERa-(), allowing the receptor to
interact with a greater or lesser affinity with specific DNA se-
quences located in or near promoter regions of target genes'>**
and thereby modulate a transcription cascade process.**> This
capacity to directly regulate protein synthesis contributes to the
potent and enduring effects of steroids on the developing
brain.””

Estrogen is an important regulator of brain differentiation, and
the ERs have a key function in sexual differentiation of brain and
behavior.”® In addition, ER « and @ are found in both the
developing”” and adult human brain."®

If all these factors are taken into consideration, we could be
lead to suppose that ESR]1 promoter sequence variations (hap-
lotypes) could modulate gene transcription, which, in turn, could
modify important characteristics of the ER« receptor, modifying
the receptor response to circulating estrogens during a prenatal
“critical period”, when the brain is sensitive to the organizational
effects of testosterone and its metabolite estradiol.””

And because steroid hormones are among the most powerful
and lasting signaling molecules in the body22 and, in addition, a
small variation in the receptor sensitivity could imply different
effects on different brain tissues,”’ one might hypothesize that a
small variation in the ESRI promoter sequence could implicate a
great change in the brain.

One of the limitations of our work is that the analyzed sample
is small and represents only a part of the trans population. As this
sample was obtained from the population that attended the
reference units requesting hormonal treatment, only a sample of

Ferndndez et al

trans people with dysphoria is analyzed in this paper. This makes
our sample very homogeneous, as required for genetic analysis,
but at the same time, it is only representative of a section of the
global trans reality.”

In conclusion, our results have shown that the promoter of the
ESRI gene is a candidate for increasing the list of potential
“susceptibility” genes for gender incongruence. Furthermore, our
data continue to support the hypothesis that gender incongru-
ence is a multifactorial complex trait, involving intricate in-
teractions among steroids, steroids receptors, and multiple genes
and polymorphisms. Exploration of estrogen receptors by
methylation studies and also by microarray technology seems to
be an interesting future focus in the study of sexual differentia-
tion of the brain.
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ABSTRACT

Introduction: Brain sexual differentiation results from the effects of sex steroids on the developing brain. The
presumptive route for brain masculinization is the direct induction of gene expression via activation of the estro-
gen receptors o and B and the androgen receptor through their binding to ligands and to coactivators, regulating
the transcription of multiple genes in a cascade effect.

Aim: To analyze the implication of the estrogen receptor coactivators SRC-1, SRC-2, and SRC-3 in the genetic
basis of gender incongruence.

Main Outcome Measures: Analysis of 157 polymorphisms located at the estrogen receptor coactivators SRC-1,
SRC-2, and SRC-3, in 94 transgender versus 94 cisgender individuals.

Method: Using SNPStats software, the allele and genotype frequencies were analyzed by x2, the strength of the
association was measured by binary logistic regression, estimating the odds ratio for each genotype. Measure-
ments of linkage disequilibrium and haplotype frequencies were also performed.

Results: We found significant differences at level P < .05 in 8 polymorphisms that correspond to 5.09% of the
total. Three were located in SRC-1 and 5 in SRC-2. The odds ratio analysis showed significant differences at level
P < .05 for multiple patterns of inheritance. The polymorphisms analyzed were in linkage disequilibrium. The
SRC-1 haplotypes CGA and CGG (global haplotype association P < .009) and the SRC-2 haplotypes GGTAA
and GGTAG (global haplotype association P < .005) were overrepresented in the transgender population.
Conclusion: The coactivators SRC-1 and SRC-2 could be considered as candidates for increasing the list of
potential genes for gender incongruence. Ramirez KDV, Fernandez R, Delgado-Zayas E, et al. Implications
of the Estrogen Receptor Coactivators SRC1 and SRC2 in the Biological Basis of Gender Incongruence.
Sex Med 2021;9:100368.
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INTRODUCTION

The term gender identity refers to a person’s innermost sense of
their own gender,"”” while sex refers to the biological sex
characteristics, based on chromosomal, hormonal, physical, and ana-
tomical characteristics. For clarity in this work, sex will be used inter-
changeably with natal sex, biological sex, and sex assigned at birth.

Gender identities are classified into “cisgender” and “trans-
gender” umbrellas. Cisgender is used to refer to a gender identity
that matches a person’s natal sex, while transgender refers to a
gender identity that differs from the sex assigned at birth. Gender

Incongruence (GI) in the International Classification of Diseases
ICD-11° and Gender Dysphoria (GD) in the Diagnostic and
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Statistical Manual of Mental Disorders DSM-5" are character-
ized by a marked incongruence between one’s experienced gen-
der and the sex assigned at birth. In order to meet criteria for the
diagnosis of GD, the condition must also be associated with clin-
ically significant distress or impairment in social, occupational,
or other important areas of functioning.’

The origin of GI” appears to be multifactorial. It might be
associated with neurodevelopmental processes of the brain™°
under the influence of testosterone converted into estradiol in
the brain by the action of the aromatase, during a critical period
of development. Thus, in mammals, sex differences in the adult
brain are established very early in development, when the brain
is very immature.” In the case of having inherited the SRY gene,
during embryogenesis, testosterone secreted by the testes enters
the brain and is converted to estradiol by the aromatase.” Then,
the estradiol acts in the brain by binding to intracellular estrogen
receptors located predominantly in neurons, masculinizing spe-
cific brain regions.

But a genetic component may also be involved in GI since sib-
lings of transgender individuals are more likely to be transgender,
compared with the general population.” Most genetic studies that
investigate the genetic component of gender incongruence analyze
the implication of polymorphisms related to the estrogen receptors
(ERs) o and B, the androgen receptor AR or the aromatase
CYP19A1,""" as well as the interaction effects (epistasis)
between them'® or the effect of epigenetics.' ™ This gene
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selection is based on the fact that sex hormone receptors belong to
the nuclear receptor superfamily of ligand activated transcriptional
factors. In the case of the AR, their ligand is androgen21 while for
the ER is estrogen, 17B-Estradiol (E,) in particular.22 E, exerts a
wide variety of effects on growth, development, the function of
reproductive systems and regulation in the central nervous
system.”>”” The mechanism of action of the two isoforms ERa
and ERP consists of binding with the E, ligand to obtain the
receptor's dimerization (Figure 1), originating the necessary con-
formational changes in the ligand binding domain (LBD)24 and
coupling with the estrogen response elements (EREs)*! in the
genes that are regulated by E,. On the other hand, this conforma-
tional change in the LBD allows coactivators and other coregulat-
ing proteins to be recruited. This step is critical for the
transcriptional regulation of genes induced by E2”” (Figure 1).

Among the coactivating proteins are the steroid receptor coac-
tivators (SRCs)”® that consist of three related members: SRC-1,
SRC-2, and SRC-3. The role of SRCs in ER-mediated gene
expression was demonstrated by the discovery of increased ampli-
fication of the AIB1 gene in ER-positive breast and ovarian can-

9

27 . . 28,29 . . .
cer cells™ and partial resistance to E, is evident in knock-

out mice SRC-1.

Estrogen is produced in many regions of the brain including
the hippocampus, the cortex, the cerebellum, the hypothalamus,
and the amygdala.”® The actions of estradiol in the developing
brain are generally permanent and range from the establishment
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Figure 1. Molecular mechanisms of action of ERs. Hormone 178-Estradiol (E2) binds to the nuclear receptor (ERa or ERB), and after
dimerization and translocation to the nucleus, the nuclear receptor complex binds to a specific sequence of DNA known as an estrogen
response element (ERE). The nuclear receptor DNA complex in turn recruits the SRCs coactivators that activate the transcription of gene

targets.
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of sexual differences (cerebral dimorphism), to generalized tro-

. . 1
phic and neuroprotective effects.”

Given the importance of estrogens in brain dimorphism, and
the critical role of the coactivators in the transcriptional regula-
tion of genes induced by E,, and based on previous genetic stud-
ies,""”"” in the present research we analyzed 157 polymorphisms
located at SRC-1, SRC-2 and SRC-3 coactivators in a transgen-
der versus a cisgender population. We postulated that variation
at the DNA level at the steroid receptor coactivators (SRC-1,
SRC-2, and/or SRC-3) could affect the function of the E,-ER
complex, and consequently could also modify the transcription
of the genes regulated by E,.

METHODS AND MATERIALS

Participants

We analyzed 94 transgender individuals (47 transmen and 47
transwomen) versus 94 cis gender individuals (44 cismen and 50
ciswomen). The transgender population was recruited and diag-
nosed through the Gender Unit of the Clinic Hospital of Barce-
lona (Spain) at the moment of starting gender-affirming
hormonal treatment. All transgender participants identified with
the other gender (male or female) and were erotically attracted to
persons with the same anatomical sex. All of them presented an
early onset of gender nonconformity, before or at puberty, and
showed a marked intensity of gender dysphoria. Sexual orienta-
tion was established by asking which partner (a man, a woman,
both or neither) they would prefer or feel attraction to if they
were completely free to choose and their body did not interfere.

The inclusion criteria were: presenting gender incongruence
according to ICD-11" and having no disorder of sexual develop-
ment. The exclusion criteria for all participants were DSD
(differences in sex development), neurological and hormonal dis-
order, major medical condition and history of alcohol and/or
drug abuse. To rule out the presence of psychiatric disorders and
substance abuse in all participants, the Mini-International Neu-
ropsychiatric Interview”” was administered.

The cisgender population was selected from a country census
(Pizarra, Malaga, Spain) matched by geographic origin, race, and
sex. The main characteristics of the Pizarra census were described
in a previous study.™

Written informed consent was obtained from the transgender
group after full explanation of the procedures. The DNA samples
of the cisgender group were recruited from the biobank generated
for the Pizarra study, in which all participants signed informed
consent for donation of the samples to the biobank of the Hospital
Regional Universitario de Malaga for medical research studies. The
study was approved by the UNED Ethics Committee.

DNA Analysis
Genomic DNA was extracted from EDTA blood samples
using the DNeasy Blood & Tissue Kit from Qiagen (Madrid,

Sex Med 2021;9:100368

Spain) according to the manufacturer’s protocol. The analyzed poly-
morphisms were single nucleotide polymorphisms (SNPs) located,
according to the Ensembl database (www.ensembl.org/), in the ste-
roid receptor coactivators SRC-1, SRC-2, and SRC-3. Genotyping
was performed by the array Axiom Spanish BioBank (Affymetrix).
Statistical analyses were performed using the free online software
SNPStats (heep://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).

Statistical Analyses

The analyses were conducted by chromosomic sex, in 2
independent populations: individuals assigned as females at birth
and individuals assigned as males at birth, considering significant
a Pvalue lower than .05.

The allele and genotype frequencies were analyzed by x2 test.
The strength of the associations with gender incongruence was
measured by binary logistic regression, estimating the odds ratio

(OR) for each genotype.

Polymorphisms located very close to each other in the same
chromosome tend to be inherited together with a high degree of
correlation. This correlation, called linkage disequilibrium, was
also analyzed. Moreover, we were also interested in the simulta-
neous analysis of multiple loci (haplotypes), given that they may
themselves be causal variants.”

Measurement of linkage disequilibrium, designated as D' and
12, and subsequent measurement of haplotype frequencies were
performed using the free online software SNPStats (http://bio
info.iconcologia.nct/SNPstats)3 > using logistic regression models
to determine the strength of the associations. In all analyses, a
missing value for any response, polymorphism, or covariate
was cause for exclusion of that individual from the analysis.
Any false positives were controlled with the Bonferroni correc-
tion (2 <.05/157 =.0003). A post-hoc power analysis showed
a 67.8% power, with the following study parameters: incidence
group (1) 45.74%, incidence group (2) 28.72%. Subjects, group
(1): 94. Subjects group (2): 94. Alpha = 0.05.

RESULTS

Analysis of Allele and Genotype Frequencies

We analyzed 157 SNPs distributed in the coactivators SRC-1
(63 SNPs), SRC-2 (64 SNPs), and SRC-3 (30 SNPs) (Table 1)
in 94 transgender individuals (47 transmen and 47 transwomen)
versus 94 cis gender individuals (44 cismen and 50 ciswomen).
All the polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium.
The prevalence rates for all analyzed polymorphisms were similar
to those found in the global 1000 genomes and the European
1000 genomes http://www.1000genomes.org.

When we compared the distribution of the allele frequencies,
we found significant differences in 8 SNPs that correspond to
5.09% of the analyzed polymorphisms: three located in SRC-1
(polymorphisms 1, 2, and 3) and five in SRC-2 (polymorphisms


http://www.ensembl.org/
http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats
http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats
http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats
http://www.1000genomes.org
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Table 1. Description of the analyzed SRCs
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SNPs with
significant
Gene Chromosome  Location Function Analyzed SNPs  differences
SRC-1 2 24491254-24770702  The protein encoded by this gene acts as a 63 3
transcriptional coactivator for steroid and nuclear
hormone receptors.
SRC-2 8 70109770-70405390 The encoded protein acts as an intermediary factor 64 5
for the ligand-dependent activity of nuclear
receptors, which regulate their target genes upon
binding of cognate response elements.
SRC-3 20 47501887-47656872  The protein encoded by this gene is a nuclear 30 0
receptor coactivator that interacts with nuclear
hormone receptors to enhance their
transcriptional activator functions
Total SNPs 157 8
% 100 5.09

This table shows the main characteristic of the SRCs analyzed: the gene name, the chromosome location, the main function of the protein, the number of
SNPs analyzed and the number of the polymorphisms (SNPs) that showed statistical significance P < .05.

4 to 8) (Table 1). The description of the statistically significant
polymorphisms is in Tables 1 and 2.

Association Analysis of Each Polymorphism With
Gender Incongruence

We found significant differences in the analysis of the strength
of the association with gender incongruence. The odds ratio
(OR) analysis for the P1 to P8 polymorphisms showed signifi-
cant differences for multiple patterns of inheritance (Table 3):

P1 polymorphism: The genotype T/T was overrepresented in the cis
population (OR > 2.13; P < .034 for the dominant model).

P2 polymorphism: The genotype T/T was overrepresented in the cis
population (OR > 2.12; P < .014).

P3 polymorphism: The genotype A/A was overrepresented in the cis
population (OR > 2.19; P < .008 for the dominant model).

P4 polymorphism: The genotype G/G was overrepresented in the cis
population (OR > 2.58; P < .033 for the log-additive model).

Table 2. Description of the SNPs with significant differences

P5 polymorphism: The G/G genotype was overrepresented in the
trans population while the A/G genotype was overrepresented in the
cis population (OR > 0.48; P < .003 for the codominant model).
P6 polymorphism: The T/T genotype was overrepresented in the
trans population while the T/G and G/G were overrepresented in
the cis population (OR > 0.42; P < .007 for the dominant model).
P7 polymorphism: The A/A genotype was overrepresented in the
trans population (OR > 2.42; P < .024 recessive model).

P8 polymorphism: The genotype A/A was overrepresented in the cis
population (OR > 4.83; P < .007 dominant model; OR > 4.64; P
< .006 log-additive model).

Polymorphism Interaction Analysis With Covariate
Sex

When we analyzed the interaction with the covariate sex, only
P2 showed significant differences in both trans populations
(women and men) (Table 4). The genotype T/G was more

DNA Our study Global 1000 genomes European 1000 genomes
Gene Polymorphism Alias variation Regulation by Ensembly frequency frequency frequency
SRC-1  rs10495747 P1 T/C Intron Variant C=0m C=0.1330 C=0.1153
rs2584940 P2  T/G Regulatory Region Variant/ G=0.38  (G=0.4605 G=0.4125
Intron Variant
rs6756785 P3  A/G Intergenic Variant/ 500B G=0.32 G=0.2115 (G=0.2883
Downstream Variant
SRC-2 rs76968380 P4  G/A Intergenic Variant A=0.06 A=0.1138 A=0.0646
rs34406737 PS5  CG/A Intergenic Variant A=0.15 A=0.1300 A=0.1262
rs1963250 P6  G/T Intergenic Variant T=0.57 T=0.5691 T=0.5368
rs10755950 P7  G/A Intergenic Variant A=0.42 A=0.5655 A=0.4483
rs56055423 P8  A/G Intergenic Variant G=0.05 G=0.0132 G=0.0457

This table shows the main characteristic of the polymorphisms that showed statistical significance: the gene name, the polymorphism name, the alias used
in this work, the DNA variation, the gene location of the polymorphisms, and the frequencies of the polymorphisms in our study versus the Global 1000

genomes and the European 1000 genomes databases.

Sex Med 2021;9:100368
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Table 3. Polymorphism association analysis with gender incongruence, in different models of inheritance (n = 188, crude analysis)

Model Genotype Cis groups (%) Trans groups (%) OR P AIC BIC

P1 polymorphism (rs10495747)

Codominant T/T 79 (84%) 67 (71.3%) 1.00 (reference) .07 263.1 276
T/C 15 (16%) 26 (27.7%) 2.05 (1.00-4.19)
C/C 0 (0%) 1(1.1%) NA (0.00—NA)

Dominant T/T 79 (84%) 67 (71.3%) 1.00 (reference) .034* 2619 271.7
T/C-C/C 15 (16%) 27 (28.7%) 2.13 (1.05-4.33)

Recessive T/T-T/C 94 (100%) 93 (98.9%) 1.00 (reference) 25 265.1 274.8
c/C 0 (0%) 1(1.1%) NA (0.00—NA)

Overdominant T/T-C/C 79 (84%) 68 (72.3%) 1.00 (reference) .05* 262.6 272.3
T/C 15 (16%) 26 (27.7%) 2.02 (0.99-4.13)

Log-additive — — — 2.15(1.07-4.30) .027* 261.5 2713

P2 polymorphism (rs2584940)

Codominant T/T 43 (45.7%) 27 (28.7%) 1.00 (reference) .039* 2619 2749
T/G 42 (44.7%) 52 (55.3%) 2.00 (1.06—3.76)
G/G 9 (9.6%) 15 (16%) 2.72(1.04-7.10)

Dominant T/T 43 (45.7%) 27 (28.7%) 1.00 (reference) .014* 260.4 270.1
T/G-G/G 51 (54.3%) 67 (71.3%) 2.12 (116—3.89)

Recessive T/T-T/G 85 (90.4%) 79 (84%) 1.00 (reference) .18 264.6 274.3
G/G 9 (9.6%) 15 (16%) 1.82(0.75-4.39)

Overdominant T/T-G/G 52 (55.3%) 42 (44.7%) 1.00 (reference) 14 264.3 274
T/G 42 (44.7%) 52 (55.3%) 1.54 (0.87-2.74)

Log-additive — — — 1.74 (1.1-2.73) .013* 260.3 270

P3 polymorphism (rs6756785)

Codominant A/A 50 (53.2%) 32 (34%) 1.00 (reference) .03* 261.4 274.4
A/G 38 (40.4%) 54 (57.5%) 2.21(1.20-4.06)
G/G 6 (6.4%) 8 (8.5%) 2.09 (0.66-6.60)

Dominant A/A 50 (53.2%) 32 (34%) 1.00 (reference) .008* 259.4 269.2
A/G-G/G 44 (46.8%) 62 (66%) 2.19 (1.22—-3.95)

Recessive A/A-A/G 88 (93.6%) 86 (91.5%) 1.00 (reference) .57 266.1 2758
G/G 6 (6.4%) 8 (8.5%) 1.38 (0.46—4.14)

Overdominant A/A-G/G 56 (59.6%) 40 (42.5%) 1.00 (reference) .02* 261 270.8
A/G 38 (40.4%) 54 (57.5%) 1.98 (1.11-3.54)

Log-additive — — — 1.77 (1.10—-2.87) .018* 260.8 270.5

P4 polymorphism (rs76568380)

Codominant G/G 88 (93.6%) 80 (85.1%) 1.00 (reference) .073 263.2 276.1
A/G 6 (6.4%) 12 (12.8%) 2.22 (0.79-6.19)
A/A 0 (0%) 2 (2.1%) NA (0.00—NA)

Dominant G/G 88 (93.6%) 80 (85.1%) 1.00 (reference) .054 262.7 272.4

(continued)
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Table 3. Continued

Model Genotype Cis groups (%) Trans groups (%) OR P AlC BIC

A/G-A/A 6 (6.4%) 14 (14.9%) 2.58 (0.95-7.05)

Recessive G/G-A/G 94 (100%) 92 (97.9%) 1.00 (reference) .095 263.6 273.3
A/A 0 (0%) 2 (2.1%) NA (0.00—NA)

Overdominant G/G-A/A 88 (93.6%) 82 (87.2%) 1.00 (reference) 13 264.1 2739
A/G 6 (6.4%) 12 (12.8%) 2.16 (0.77-6.03)

Log-additive — — — 2.58 (1.01-6.60) .033* 261.9 271.6

P5 polymorphism (rs34406737)

Codominant G/G 63 (67%) 72 (76.6%) 1.00 (reference) .003* 256.9 2699
A/G 31(33%) 17 (18.1%) 0.48 (0.24—-0.95)
A/A 0 (0%) 5 (5.3%) NA (0.00—NA)

Dominant G/G 63 (67%) 72 (76.6%) 1.00 (reference) 15 264.4 274.
A/G-A/A 31 (33%) 22 (23.4%) 0.63 (0.33-1.19)

Recessive G/G-A/G 94 (100%) 89 (94.7%) 1.00 (reference) .008* 259.4 269.1
A/A 0 (0%) 5 (5.3%) NA (0.00—NA)

Overdominant G/G-A/A 63 (67%) 77 (81.9%) 1.00 (reference) .02* 261 270.7
A/G 31 (33%) 17 (18.1%) 0.45 (0.23-0.89)

Log-additive — — — 0.86 (0.49-1.49) .58 266.1 275.8

P& polymorphism (rs1963250)

Codominant T/T 20 (21.3%) 37 (39.4%) 1.00 (reference) .016* 260.2 2731
T/G 54 (57.5%) 46 (48.9%) 0.46 (0.24-0.91)
G/G 20 (21.3%) 1 (11.7%) 0.30 (0.12-0.75)

Dominant T/T 20 (21.3%) 37 (39.4%) 1.00 (reference) .007* 259.2 268.9
T/G-G/G 74 (78.7%) 57 (60.6%) 0.42 (0.22-0.80)

Recessive T/T-T/G 74 (78.7%) 83 (88.3%) 1.00 (reference) .079 263.3 273.1
G/G 20 (21.3%) 1 (11.7%) 0.49 (0.22-1.10)

Overdominant T/T-G/G 40 (42.5%) 48 (51.1%) 1.00 (reference) 25 265.1 274.8
T/G 54 (57.5%) 46 (48.9%) 0.71(0.40-1.27)

Log-additive — — — 0.53(0.34—0.83) .005* 258.5 268.2

P7 polymorphism (rs10755950)

Codominant G/G 33 (35.1%) 31 (33%) 1.00 (reference) .068 263.1 276
A/G 50 (53.2%) 40 (42.5%) 0.85(0.44-1.61)
A/A 1 (11.7%) 23 (24.5%) 2.19(0.91-5.27)

Dominant /G 33(35.1%) 31(33%) 1.00 (reference) .79 266.4 276.1
A/G-A/A 61 (64.9%) 63 (67%) 1.08 (0.59-1.99)

Recessive G/G-A/G 83 (88.3%) 71(75.5%) 1.00 (reference) .024* 261.3 271
A/A 1 (11.7%) 23 (24.5%) 2.42 (1.10-5.33)

Overdominant G/G-A/A 44 (46.8%) 54 (57.5%) 1.00 (reference) 14 264.3 274
A/G 50 (53.2%) 40 (42.5%) 0.65 (0.36-1.15)

(continued)
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NA (0.00-NA)

1(1.1%)

0 (0%)

G/G
A/A

259.3 269

.007*

1.00 (reference)

81(86.2%)
13 (13.8%)

91 (96.8%)
3(3.2%)

Dominant

4.83(1.32-17.67)

A/G-G/G
A/A-A/G

265 274.7

23

1.00 (reference)
NA (0.00-NA)

93 (98.9%)

1(1.1%)

94 (100%)

0 (0%)

Recessive

G/G
A/A-G/G

270.1

260.4

.014*

1.00 (reference)
4.41(1.19-16.33)

82 (87.2%)
12 (12.8%)

91 (96.8%)
3(3.2%)

Overdominant

A/G

268.7

259

.006*

4.64 (1.30-16.56)
Association analysis between polymorphisms and gender incongruence. The table shows the estimation of the OR (odds ratio) for each genotype with respect to the reference genotype (1.00 (reference)) in

Log-additive

odds ratio.

= Bayesian information criterion; OR =

Akaike’s information criterion; BIC

different inheritance models (codominant, dominant, recessive, overdominant and log-additive. AIC

*

Statistically significant (P < .05).

frequent in trans people with female natal sex than in the cis
female population (OR > 2.76; P < .029) while the genotype G/
G was more frequent in trans people with male natal sex than in

the cis male population (OR>8.0; P < .016).

The other polymorphisms (P3, P5, P6, and P8) showed sig-
nificant differences in the distribution of the genotypes only in
the population with male natal sex (Table 4), while the P5

showed the significant difference only in the female natal sex.

Haplotype Analysis

For polymorphisms located in SRC-1 (Table 5), the T allele
for P1 was linked to the T allele for P2, and to the A allele for P3
(haplotype 1: T-T-A) with a total frequency of 0.45 (Table 5).
However, the C allele for P1 was linked to the G allele for P2
and to the A allele for P3 (haplotype 5: C-G-A) (OR > 2.62; P
< .05) or to the G allele for P3 (haplotype 7: C-G-G) (P <
.0001) (Table 5), with a global haplotype association P < 0.009.

For polymorphisms located in SRC-2 (Table 6), the signifi-
cant haplotypes were haplotype 2: (G-G-T-A-A) (OR > 2.49; P
< .02), and the haplotype 8: (G-G-T-A-G) (OR > 12.86; P <
.028) (Table 6), with a global haplotype association P < .005.

DISCUSSION

The estrogen receptors o and B, in addition to hormonal
receptors, are also transcription factors that, when exposed to
their ligand, dimerize and form complexes, binding to coactiva-
tor proteins‘% (Figure 1), modifying the transcription of multiple
target genes in cascade mode’ and, ultimately, the neuronal
function. Therefore, coactivators are proteins that influence the
ability of the transcription factors to activate or inhibit expression
of multiple genes.”® Some coactivators for sex steroids receptors
are SRC-1, SRC-2, and SRC-3.” Given the intimate relation-
ship between sex steroids and brain dimorphism, and sex steroids
and gene transcription, it seems is clear that we can to postulate
the implication of the DNA coactivators in the process of brain
dimorphism.

In our study, we analyzed the allele and genotype frequencies,
the association with gender incongruence, the interactions with
the covariate sex, and the linkage disequilibrium of 157 polymor-
phisms located at the coactivators SRC-1, SRC-2, and SRC-3 in
a population of 94 transgender individuals versus 94 cis gender
individuals. We found significant differences in eight polymor-
phisms located in SRC-1 and SRC-2. Furthermore, only P2
(rs2584940) in SRC-1 showed significant differences in the
interaction analysis with covariate “sex”. When the analysis was
carried out in separate populations according to their natal sex,
we found that polymorphisms P2 and P5 were statistically signif-
icant for female natal sex populations, while P2, P3, P6, and P8
were statistically significant for male natal sex populations

(Table 4). The SRC-1 haplotypes C-G-A and C-G-G and the



Table 4. P2, P3, P5, P6 and P8 interaction analysis with covariate sex. The table shows the ORs (odds ratios) for the P2, P3, P5, P6 and P8 polymorphism interactions with the
covariable sex. First comparing assigned female at birth (cisgender vs. transgender individuals), and assigned male at birth (cisgender vs. transgender individuals), the comparisons of
the “covariate sex within each polymorphism”, and finally each “polymorphism within the covariate sex”.

P2 and covariate sex cross-classification interaction table (n = 188, crude analysis)

89¢00L:6°LZ0T P3N X3S

Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
T/T 22 1 1 — 21 16 1.52 (0.58-4.03) 404
T/G 21 29 2.76 (1.10-6.90) .029* 21 23 2.19(0.86-5.58) 100
G/G 7 7 2.00 (0.56-7.15) .289 2 8 8.00 (1.45-44.24) .016*
Interaction P-value: 0.23
Sex within P2 (n =188, crude analysis)
Genotypes Sex Cis population Trans population OR (95% CI) P
T/T female 22 1l 1 —
male 21 16 1.52 (0.58-4.03) 404
T/G female 21 29 1 —
male 21 23 0.79 (0.35-1.79) .583
G/G female 7 7 1 —
male 2 8 4.00 (0.62—25.96) 146
Test for interaction in the trend: 0.76
P2 within sex (n = 188, crude analysis)
Sex Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P
T/T 22 ll 1 —
female T/G 21 29 2.76 (1.10—-6.90) .025*
G/G 7 7 2.00 (0.56-7.15) .289
T/T 21 16 1 —
male T/G 21 23 1.44 (0.60—-3.46) 422
G/G 2 8 5.25 (0.98-28.18) .052
Test for interaction in the trend: 0.23
P3 and sex cross-classification interaction table (n = 188, crude analysis)
Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
A/A 27 17 1 — 23 15 1.04 (0.43-2.52) .936
A/G 19 26 2.17(0.93-5.07) .072 19 28 2.34(1.01-5.43) .046*
G/G 4 4 1.59 (0.35-7.21) .559 2 4 3.18 (0.52-19.27) 21

(continued)
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Table 4. Continued

P3 and sex cross-classification interaction table (n = 188, crude analysis)

Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
Test for interaction in the trend: 0.64
Sex within P3 (n = 188, crude analysis)
Genotypes Sex Cis population Trans population OR (95% CI) P
A/A female 27 17 1 —
male 23 15 1.04 (0.43-2.52) .936
A/G female 19 26 1 —
male 19 28 1.08 (0.47—2.47) .865
G/G female 4 4 1 —
male 2 4 2.00 (0.22-17.89) 547
Test for interaction in the trend: 0.64
P3 within sex (n =188, crude analysis)
Sex Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P
femnale A/A 27 17 1 —
A/G 19 26 2.17 (0.93-5.07) .072
G/G 4 4 159 (0.35-7.21) .559
male A/A 23 15 1 —
A/G 19 28 2.26 (0.94-5.41) .067
G/G 2 4 3.07 (0.50-18.89) 228
Test for interaction in the trend: 0.86
P5 and sex cross-classification interaction table (n=188, crude analysis)
Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
G/G 29 38 1 — 34 34 0.76(0.39-1.50) 432
A/G 21 7 0.25 (0.10—0.68) .004* 10 10 0.76 (0.28—2.08) .603
A/A 0 2 — — 0 3 — —
Interaction P-value: 0.15
Sex within P5 (n =188, crude analysis)
Genotypes Sex Cis population Trans population OR (95% CI) P

G/G female

29

38

1

(continued)
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Table 4. Continued

P5 and sex cross-classification interaction table (n=188, crude analysis)

Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
male 34 34 0.76 (0.39-1.50) 432
A/G female 21 7 1 —
male 10 10 3.00 (0.88-10.21) .078
A/A female 0 2 1 —
male 0 3 1 —
Test for interaction in the trend: 0.044*
P5 within sex (n = 188, crude analysis)
Sex Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P
female G/G 29 38 1 —
A/G 21 7 0.25(0.10-0.68) .004*
A/A 0 2 — —
male G/G 34 34 1 —
A/G 10 10 1.00 (0.37-2.71) 1
A/A 0 3 — —
Test for interaction in the trend: 0.15
P6 and sex cross-classification interaction table (n=188, crude analysis)
Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
T/T 10 15 1 — 10 22 1.47 (0.49-4.38) .500
T/G 3] 23 0.49(0.19-1.30) 146 23 23 0.67 (0.25-1.79) 433
G/G 9 g 0.67 (0.20—2.26) .528 ll 2 0.12 (0.02-0.67) .017*
Interaction P-value: .074
Sex within P6 (n = 188, crude analysis)
Genotypes Sex Cis population Trans population OR (95% CI) P
T/T female 10 15 1 —
male 10 22 1.47 (0.49—-4.38) .500
T/G female 3] 23 1 —
male 23 23 1.35(0.61-2.97) 466

(continued)
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Table 4. Continued

P6 and sex cross-classification interaction table (n=188, crude analysis)

Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
G/G female 9 9 1 —
male 1 2 0.18 (0.03-1.06) .058
Test for interaction in the trend: 0.072
P6 within sex (n = 188, crude analysis)
Sex Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P
female T/T 10 15 1 —
T/G 3] 23 0.49(0.19-1.30) 146
G/G S 9 0.67 (0.20-2.26) .528
male T/T 10 22 1 —
T/G 23 23 0.45 (0.18-1.17) .094
G/G 1 2 0.08 (0.02—-0.44) .001*
Test for interaction in the trend: 0.074
P8 and sex cross-classification interaction table (n = 188, crude analysis)
Female Male
Trans
Genotypes Cis population Trans population OR (95% CI) P Cis population population OR (95% CI) P
A/A 49 43 1 — 42 38 1.03(0.57-1.88) .929
A/G 1 3 3.42 (0.34—34.10) 299 2 9 5.13 (1.05—25.05) .042*
G/G 0 1 — — 0 0 — —
Interaction P-value: .8
Sex within P8 (n = 188, crude analysis)
Genotypes Sex Cis population Trans population OR (95% CI) P
A/A female 49 43 1 —
male 42 38 1.03 (0.57-1.88) .929
A/G female 1 3 1 —
male 2 9 1.50 (0.10—23.07) .782
G/G female 0 1 1 —
male 0 0 — —

Test for interaction in the trend: 0.89

(continued)
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Table 4. Continued

P8 and sex cross-classification interaction table (n = 188, crude analysis)

Male

Female

Trans

population  OR (95% CI)

Cis population

p

Trans population OR (95% CI)

Cis population

Genotypes

=188, crude analysis)

P8 within sex (n

P

Trans population OR (95% CI)
43

Cis population

49

Genotypes

A/A

Sex

female

299

3.42 (0.34—-34.10)

—

A/G
G/G

—

38

42

A/A

male

.048*

497 (1.01-24.48)

A/G
G/G

Test for interaction in the trend

(@]

8

Statistically significant (P < .05).

*

Ramirez et al

SRC-2 haplotypes G-G-T-A-A and G-G-T-A-G were more fre-

quent in the trans population and showed statistical significance.

Based on experiments in rodents, it is believed that male sexual
differentiation of the brain is caused by androgens, after conversion
to estrogens by the aromatase. Moreover, observations in human
subjects show that the direct effects of testosterone on the develop-
ing fetal brain and also during puberty, are of great importance for
the development of male gender identity.”® However, in the analysis
that our group carried out on androgen coactivators (NCOA-4), we
did not find any significant differences (data not shown).

Our data are in concordance with recent work that showed that
the nuclear receptor coactivators, SRC-1 and SRC-2, are essential
for efficient ER transcriptional activity in brain.”” Furthermore,
SRC-1 and SRC-2 are distributed in several specific areas of the
brain in different proportions, such as the hypothalamus and the
hippocampus, showing at the same time, differences in the binding
preference to ER o or § subtypes when located in different brain
regions.””"” For example, SRC-1 from the hippocampus interacts
equally with ERo and ERp, while SRC-1 obtained from hypothala-
mus interacts more with ERa than with ERB. On the other hand,
SRC-2 interacts with ERa in the hippocampus but, in contrast, did
not interact with ERB under any ligand condition.

These differential interactions of SRC-1 and SRC-2 with the ER
subtypes suggest that these brain regions have distinct expression
patterns of coregulators. Understanding how nuclear receptor coac-
tivators' function with various steroid receptors is critical to under-
standing how the hormones act in different brain regions.

Moreover, our results are also in concordance with the study
of the functional significance of the nuclear receptor coactivator
SRC-1 in the developing brain.*' The authors, Auger et al, inves-
tigated the consequence of reducing SRC-1 protein during sexual
differentiation of the brain, and reported that reducing this pro-
tein interferes with the defeminizing actions of estrogen in neo-
natal rat brains. Their data indicated that SRC-1 expression is
critically involved in the hormone-dependent development of
normal male reproductive behavior and brain morphology.

Consequently, our data are in agreement with the results of
Auger et al,"" since the polymorphic analysis of this coactivator
showed significant differences when allelic and genotypic fre-
quencies were analyzed. Furthermore, the P2 polymorphism,
located in SRC-1, also showed statistically significant interactions
with the covariate "sex."

One of the limitations of our study is that the sample analyzed
is small and not all P values pass the Bonferroni correction. To
make our study more robust, it would be necessary to analyze a
larger sample, or validate the conclusions with a new analysis
from another trans population.

In conclusion, our results have shown that the coactivators,
SRC-1 and SRC-2 could be considered as candidates for increasing
the list of potential “susceptibility” genes for gender incongruence.
Furthermore, our data continue to support the hypothesis that gen-
der incongruence is a multifactorial complex trait, involving intricate

Sex Med 2021;9:100368



Implication of the Estrogen Receptor Coactivators in Gender Incongruence 13

Table 5. Haplotype analysis for polymorphisms located in SRC-1(P1, P2 and P3 polymorphisms)

Haplotype frequencies estimation and haplotype association with response (n = 188, adjusted by sex)

Trans Cumulative
Haplotypes Pl P2 P3 Total Cis population  population  frequency OR (95% CI) P-value
1 T T A 0.4501 0.5201 0.377 0.4501 1.00 (reference) —
2 T T @ 01495 0.134 0.1699 0.5996 2.25(0.99-5.13) .054
3 T G G 0.147 0.1319 0.1601 0.7466 1.73(0.81-3.71) .16
4 T G A 0.139 0.1341 0.144 0.8856 1.80 (0.81-3.97) 15
5 Cc G A 0.069 0.0531 0.0897 0.9546 2.62 (1.00-6.83) .05*
6 cC T A 0.0228 0.0267 0.0169 0.9774 1.39 (0.23-8.34) 72
7 C G G 00226 O 0.0423 1 379142884.10 (379142883.16—  <.0001*,'
379142885.04)
Clobal haplotype association P-value: .009*
The risk for each haplotype is compared with regards to the reference category (1.00 reference); OR = Odds ratio.
“Statistically significant (P < .05).
"Statistically significant after Bonferroni correction (P < .05/157 = .0003).
Table 6. Haplotype analysis for polymorphisms located in SRC-2 (P4, P5, P6, P7 and P8 polymorphisms)
Haplotype frequencies estimation and haplotype association with response (n = 188, adjusted by sex)
Trans Cumulative
Haplotypes P4 P5 P6 P7 P8 Total Cis population population frequency  OR (95% CI) P-value
1 G G G G A 02546 03239 0.1563 0.2546 1.00 (reference) —
2 G G T A A 02206 0.2142 0.236 0.4752 2.49 (1.16—5.34) .02*
3 G G T G A 02022 03721 0.2303 0.6773 2.00 (0.93—-4.31) .079
4 G G G A A 0.0891 0.0861 0.0793 0.7664 1.05 (0.38—2.88) .92
5 G A G G A 0.0474 0.0656 0.0235 0.8138 0.55(0.11-2.89) 48
6 G A T A A 0.0419 0.0474 0.0423 0.8557 1.11(0.24-5.24) .89
7 G A T G A 004 0.0393 0.0426 0.8967 3.00 (0.10—86.09) 52
8 ¢ G T A G 00217 O 0.036 0.9184 12.86 (1.34—123.38) .028*
9 A G T G A 00173 0.0085 0.0228 0.9357 5.62 (0.56—-56.71) 15
10 A G G G A 00,5 0.0077 0.0205 0.9522 3.53 (0.40-31.50) .26
ll G A T A G 00138 0.0028 0.0189 0.9659 2.68 (0.27-26.20) 4
12 A G T A A 0.0108 0.0158 0.0093 0.9767 0.00 (-Inf—Inf) 1
rare ooox ko 1 2688767424666564139 <.0001%,
4185292538194458249
58476503371363684397
8752.00 (268876742466
22846799367197037120

Global haplotype association P-value: .005*

806603076791371544336
569204736.00 - 26887674
246708435589003388039
268109896092738695882
937118752768.00)

The risk for each haplotype is compared with regards to the reference category (1.00 reference); OR = Odds ratio.

*Statistically significant (P < .05).
fStatistically significant after Bonferroni correction (P < .05/157 = .0003).

interactions among sex steroids, sex steroids receptors, coactivators,
and multiple other genes and polymorphisms.
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